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การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเอทานอลจากใบกระทุ  (Rhodomyrtus 
tomentosa (Aiton.) Hassk)  ตอเชื้อแบคทีเรีย Bacillus  cereus จํานวน 65 isolates ที่แยกได
จากตัวอยางอาหาร พบวาเมื่อทดสอบสมบัติการตานเชื้อแบคทีเรียเบื้องตนดวยวิธี paper disk 
agar diffusion สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus  ทุก isolates ที่ทดสอบ โดยมีคาเสนผาน
ศูนยกลางวงใส (inhibition zones) อยูในชวง 10.50–17.20 mm. ทําการทดสอบหาคาความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (minimum inhibitory concentration, MIC) ไดคา MIC อยู
ในชวง 16–64 µg/ml คา MIC50 และ MIC90 เทากับ  32 และ 64 µg/ml ตามลําดับ  ซึ่งใกลเคียง
กับคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถฆาเชื้อ (minimum bactericidal concentration, MBC) คืออยู
ในชวง 32–256 µg/ml  ทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดโดยวิธี time-kill study ตอเซลลและเอน
โดสปอรในระยะงอกของ B. cereus  ทั้งในหลอดทดลองและประยุกตใชในอาหาร พบวาใน
หลอดทดลองสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อที่ความเขมขน 4MIC และ 2MIC ซึ่งสามารถทําให
จํานวนเซลลและเอนโดสปอรที่งอกลดลงอยางนอย 3log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อ
เริ่มตนที่เวลา 6–24 ชั่วโมง และ 150-270 นาที ตามลําดับ  ในขณะที่สารสกัดหยาบไมมีผลตอ
เอนโดสปอร สารสกัดหยาบมีความคงตัวในการออกฤทธิ์ยับยั้งหรือฆาเชื้อ B. cereus ไดที่ pH 
4-9  เมื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดตอเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ B. cereus ในขาวตม
สําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภค ทั้งที่อุณหภูมิ 37ºC และ 6ºC  พบวาที่
อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดใบกระทุมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการอยูรอดไดดีกวาที่อุณหภูมิ 6ºC  
โดยที่อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดที่ความเขมขน 32MIC (1024 g/ml) และ 16MIC (512 g/ml)
สามารถยับยั้งโดยทําใหจํานวนการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกลดลงอยางนอย 
2log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่อุณหภูมิ 6ºC สาร
สกัดที่ความเขมขน 32MIC สามารถทําใหจํานวนการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอก
ลดลงอยางนอย 2log CFU/ml ที่เวลา 5–7 วัน แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากใบกระทุสามารถ
ออกฤทธิ์ไดทั้งยับยั้งและฆาเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ  B. cereus ไดดี จึงสามารถ
นํามาพัฒนาเพื่อเปนสารชีวภาพในการควบคุม B. cereus ในอาหารได
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ABSTRACT

The antibacterial activity of the ethanolic extract of leaves from 
Rhodomyrtus tomentosa (Ait.) Hassk was investigated against 65 Bacillus cereus
isolates from contaminated food. Preliminary screening of the activities of the extract 
was evaluated using paper disc agar diffusion method against both food isolates and 
reference strains. The result demonstrated that the extract exhibited antibacterial 
properties against all the tested organisms. The inhibition zones ranged from 10.50–
17.20 mm. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the extract ranged from 16-
64 µg/ml. The MIC50 and MIC90 values were 32 and 64 µg/ml, respectively and the
minimum bactericidal concentrations (MBCs) of the extracts ranged from 32–256 µg/ml.
The bactericidal activity of the extract on both vegetative cells and germinated 
endospores of B. cereus in nutrient broth were assessed at MIC, 2MIC, and 4MIC by 
counting viable cells after time intervals. At 2MIC and 4MIC, the extract killed 
germinated endospores and vegetative cells effectively by at least 3 logs within 150–270  
min and 6–24 h., respectively while intact endospores are resistant. The extract 
exhibited excellent stability to pH 4–9 treatments. The effects of R. tomentosa extract on 
both precooked rice and canned tuna steak was better at 37ºC than at 6ºC. At 37ºC, 
treatment with the extract at 32MIC (1024 g/ml) and 16MIC (512 g/ml) could inhibit
the growth and survival of B. cereus by at least 2 log CFU/ml within 12 h. While, at 6ºC 
the numbers of viable vegetative cells and germinated endospores of B. cereus after 
exposure to 32MIC of the extract were reduced by at least 2 logs CFU/ml within 5–7 
days. Since the extract from R. tomentosa produced remarkable activity against both 
vegetative cells and germinated endospores, it could be applied as an alternative food 
additive. 
.
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บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง
Bacillus cereus เปนเชื้อแบคทีเรียกรัมบวก มีรูปรางแทงตรง สามารถเจริญไดใน

สภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) สามารถเคลื่อนที่และสรางเอนโดสปอร และ
เปนเชื้อแบคทีเรียที่มักตรวจพบในอาหาร แบคทีเรียชนิดนี้พบการปนเปอนในธรรมชาติทั่วไป 
เชน ดิน แหลงน้ํา  อากาศ  ฝุนละออง  และพืช (Kotiranta et al., 2000; Schoeni and  Wong, 
2005) ทําใหเชื้อมีการปนเปอนในอาหารไดงาย มีรายงานพบการปนเปอนและกอโรคอาหารเปน
พิษในขาวและผลิตภัณฑขาว ธัญพืช แปงและผลิตภัณฑจากแปง พาสตา กวยเตี๋ยว (Rusul and 
Yaacob, 1995; Del Torre et al., 2001; Haque and Russell, 2005) พบการปนเปอนในพืชผัก 
ผักสดและผลิตภัณฑจากผัก (Carlin et al., 2000; Valero et al., 2002; Valero et al., 2007)
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว (Nel et al., 2004; Güven et al., 2006; Granum, 2007)   
นมและ ผลิตภัณฑจากนม (Reyes et al., 2007; Bartoszewicz et al., 2008; Zhou et al., 
2008)  B. cereus เปนแบคทีเรียที่สําคัญชนิดหนึ่งที่กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษในคน ทั้งที่เกิด
จากสารพิษ (toxin) ที่แบคทีเรียสรางขึ้น (intoxication) หรือเกิดจากเซลลแบคทีเรียเขาสูรางกาย
แลวสรางสารพิษขึ้นภายในรางกาย (infection) (Paananen et al., 2002; Ehling-Schulz et al., 
2004; Stenfors Arnesen et al., 2008) กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษแสดงอาการได 2 แบบ คือ 
แบบอาเจียน (emetic syndrome) และ แบบอุจจาระรวง (diarrhoea syndrome)  โดยที่อาการ
แบบอาเจียนเกิดจาก emetic  toxin  เปนสารพิษชนิดทนความรอน (heat stable toxin) ทําให
ผูปวยมีอาการคลื่นไส  อาเจียน ภายในระยะเวลา  1-6  ชั่วโมง  หลังจากรับประทานอาหารที่
ปนเปอนสารพิษ   มักตรวจพบในอาหารพวกขาว หรืออาหารพวกแปง  ในขณะที่อาการแบบ
อุจจาระรวงเกิดจาก diarrhoea toxin หรือ enterotoxin เปนสารพิษที่ไมทนตอความรอน (heat-
labile toxin) ทําใหผูปวยมีอาการปวดทอง ทองเสีย ภายในระยะเวลา   8-16   ชั่วโมง หลังจาก
รับประทานอาหารที่ปนเปอนสารพิษหรือจากเซลลแบคทีเรีย มักตรวจพบในอาหารพวกโปรตีน 
เนื้อสัตว ผัก ขนมหวาน ซุบ นมและผลิตภัณฑจากนม (Granum, 2001; Todar, 2006)

ในกระบวนการผลิตอาหารในระดับอุตสาหกรรมไดมีการเติมสารเคมีสังเคราะห 
ฮอรโมน และยาปฏิชีวนะ ตาง ๆ ลงไปในอาหาร เพื่อกําจัด ควบคุม และลดการระบาดของ
แบคทีเรียกอโรคระบบทางเดินอาหารตลอดจนเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค  แตอยางไรก็
ตามวิธีการเหลานี้อาจสงผลกระทบตอความตองการและความปลอดภัยของผูบริโภค ตลอดจน
อาจเกิดอาการขางเคียงจากการบริโภคอาหารได (Brewer and Prestat, 2002; Brewer and 
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Rojas, 2008) เชนเดียวกันกับการใชยาปฏิชีวนะทั้งในคนและในอาหารสัตวนั้น พบวาเชื้อ
แบคทีเรียดื้อตอยาปฏิชีวนะเพิ่มขึ้นทําใหสามารถเกิดการกระจายและถายทอดการดื้อยาสูมนุษย
ไดงาย (Schlegelova et al., 2003; Lateef et al., 2005) มีรายงานการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะ
ของเชื้อ  พบวา B. cereus ดื้อตอยากลุม β-lactam และ trimethoprim-sulphamethoxazole (De 
la rosa et al., 1993)  ดื้อตอยา bacitracin, erythromycin, penicillin และ streptomycin  
(Jensen et al., 2001)  ดื้อตอยา nisaplin ที่ 5000 IU คิดเปน 60%  (Banerjee and Sarkar, 
2004)  ดื้อตอยา amoxicillin-clavulanic acid, cefotaxime, erythromycin, penicillin และ
tetracycline (Turmbull et al., 2004)  และดื้อตอยา amoxicillin, ampicillin, ceftriaxone, 
penicillin และ oxacillin (Luna et  al.,  2007)  

ปจจุบันกระแสการบริโภคของโลกกําลังเปลี่ยนไปหาผลิตภัณฑอาหารเพื่อ
สุขภาพและมีแนวโนมการกลับมาใหความสําคัญกับสารที่ไดจากธรรมชาติ  ทั้งมีการตอตานการ
ใชสารสังเคราะหตาง ๆ และยังมีรายงานความเปนพิษและการแพสารตางๆ ที่เติมลงไป (Burt 
2004; Konning et al., 2004) มีรายงานการศึกษาสารตานจุลินทรียธรรมชาติจากพืชสมุนไพร
พบวา เปนสารที่มีประสิทธิภาพดีในการออกฤทธิ์ยับยั้งและฆาแบคทีเรีย มีรายงานการศึกษา
จาก Alzoreky และ Nakahara (2003)  พบวา มีพืช 6 ชนิด จากพืชที่รับประทานได (edible 
plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  ที่พบในประเทศจีน  ญี่ปุน  ไทย และเยเมน  ยับยั้งเชื้อ B.cereus  คือ 
สะเดา (Azadirachta indica), อบเชยจีน (Cinnamomum cassia), ผักกาดสม (Rumex 
nervosus), อีหรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum และขิง (Zingiber officinale)  พบวา 
พืชสมุนไพรดังกลาวสามารถยับยั้งเชื้อ B.cereus   ที่คาความเขมขนต่ําสุดสามารถยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย (MIC) อยูในชวง 165-660  mg/l   การศึกษาผลของสารสกัดจากเครื่องเทศ 
2 ชนิดคือ Iranian sumac และ avishan-e shirazi (Zataria multixora)  ซึ่งเปนพืชสมุนไพรใน
ประเทศอิหรานที่ใชเปน natural food  preservative   โดยใช 80% แอลกอฮอลเปนตัวทํา
ละลาย  พบวา สารสกัดจาก  sumac  มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัมลบ 
คือแบคทีเรียในกลุม  Bacillus spp. ที่คา MIC  อยูในชวง 0.25-0.32% (w/v)  (Nasar and 
Halkman 2004) ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษาของ Fazali และคณะ (2006)  สารสกัดดวย 
80% แอลกอฮอล จากเครื่องเทศ 2 ชนิด คือ sumac และ avishan-e shirazi ที่ใชเปนสารกันเสีย
จากธรรมชาติ พบวา sumac  มีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus   ไดดีกวา avishan-e shirazi  ที่คา MIC  
0.05% (w/v)  และจากรายงานการศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากอบเชยไทยตอเชื้อ B. cereus 
พบวา สารสกัดหยาบจากอบเชยไทยมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B.cereus  คา MIC และ MBC  625 และ 
2500 µg/ml ตามลําดับ (Shan et al., 2007) และพบวาในปจจุบันสารตานจุลินทรียธรรมชาตินี้
เปนสารที่นิยมและสามารถใชเปนสารกันเสีย สารปรุงแตงชีวภาพ เพื่อทดแทนสารเคมี หรือยา
ปฏิชีวนะในอาหารได (Devlieghere et al., 2004)
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เนื่องจากประเทศไทยมีการใชพืชสมุนไพร (medicinal plant) มาตั้งแตสมัย
โบราณ เพื่อรักษาโรคติดเชื้อตาง ๆ  และเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่ไดรับความนิยมเปนอยางมาก
ในปจจุบัน ซึ่งสวนใหญจะอางอิงความรูจากตํารายาแผนโบราณ   และเปนการนําสมุนไพรที่มีอยู
ทั่วไป ตลอดจนมีการสนับสนุนภูมิปญญาไทยมาใชใหเกิดประโยชนมากยิ่งขึ้น  ทําใหมี
นักวิทยาศาสตรสนใจศึกษาพืชสมุนไพรชนิดตาง ๆ เพื่อนํามาใชเปนทางเลือกใหมในการรักษา
โรคติดเชื้อ  นอกจากนี้พืชสมุนไพรมีราคาถูกกวาสารเคมีสังเคราะห มีความปลอดภัยสูง และ
โอกาสที่เชื้อแบคทีเรียดื้อตอสมุนไพรมีนอยมาก (Voravuthikunchai and Kitpipit, 2005)   

ตนกระทุ (Rhodomyrtus tomentosa Ait. Hassk) เปนพืชที่จัดอยูในวงศ 
Myrtaceae  มีใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงขามรูปไขปลายมน มีดอกเดี่ยวหรือเปนชอกระจุกซอนที่
งามใบหรือปลายกิ่ง และมีผลเปนรูปกลมถึงเกือบกลม ผิวมีขนคลายกํามะหยี่หนาแนน  ผลออน
มีสีเขียวแลวจะคอย ๆ สุกกลายเปนสีแดง จนสุกจัดกลายเปนสีมวงอมดํา  เนื้อผลสีชมพูแดง 
ภายในมีเมล็ดจํานวนมาก เมล็ดรูปไต สีน้ําตาลออน ผลรับประทานได รสหวาน (กรมอุทยาน
แหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช, 2548)  พบไดตามทองถิ่นทางเอเชียตะวันออกเฉียงใตรวมทั้ง
ประเทศไทย (Winotai et al., 2005)  มีการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอจุลินทรีย 
พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อ Escherichai coli และ Staphylococcus aureus  (Salni et al., 
2002; Saising et al., 2008) และจากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเอทานอลจากใบกระทุตอ
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรค พบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus, Enterococcus faecalis, Listeria 
monocytogenes, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans  และ
S. aureus (Voravuthikunchai  et  al., 2007; Limsuwan and Voravuthikunchai, 2008) จึง
นาจะมีความเปนไดในการนําสมุนไพรดังกลาว  มาใชในการยับยั้งเชื้อ B. cereus  ที่แยกไดจาก
อาหารทั้งในหลอดทดลอง และประยุกตใชในอาหาร ดังนั้นผูศึกษาจึงมีความสนใจที่จะศึกษา
ฤทธิ์ของพืชสมุนไพรดังกลาว เพื่อเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการผลิตยารักษาโรค  ตลอดจน
สามารถนํามาพัฒนาเพื่อเปนสารชีวภาพในการควบคุม  B. cereus  ในอาหารได 
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การตรวจเอกสาร

1.  Bacillus cereus
B. cereus เปนแบคทีเรียที่จัดอยูใน Family Bacillaceae กอใหเกิดโรคในคน 

โรคที่พบบอย ไดแก โรคอาหารเปนพิษ นอกจากนี้ยังทําใหเกิดการติดเชื้อที่ตา การติดเชื้อใน
กระแสเลือดและปอดอักเสบ แตพบนอยมาก (Claus and Berkeley, 1986; Drobniewski, 1993; 
Kotiranta et al., 2000)  
1.1 ลักษณะทั่วไป

B. cereus เปนแบคทีเรียกรัมบวก รูปแทงตรง มีขนาดใหญ เสนผานศูนยกลาง
ของเซลล 1.0 – 1.2  µm  ความยาว  3.0 – 5.0  µm สรางเอนโดสปอร สวนใหญสามารถเคลื่อนที่ได
ดวยแฟลกเจลลา   ไมมีแคปซูล  โคโลนีมีขนาดใหญคอนขางแบน  ผิวหยาบไมสม่ําเสมอ สีเทา  
สามารถเจริญเติบโตไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe)  และ
เจริญเติบโตที่อุณหภูมิในชวง  4 – 50ºC และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตคือ 25–37ºC   
มีรายงานการศึกษา พบวา   B.cereus  บางสายพันธุสามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ  4–5ºC   ซึ่ง
มีผลทําใหอาหารเนาเสียระหวางการเก็บได เชน ผลิตภัณฑนม   ผลิตภัณฑแชเย็น  (Choma et al., 
2000; Lake and Hudson, 2004)  pH อยูในชวง 4.3–9.3    คา Aw ที่เหมาะสมกับการเติบโตคือ 
0.99 เชื้อสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแตกเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีเลือด (blood  agar)  
รอบ ๆ โคโลนีจะพบลักษณะเปนวงใสแบบ  β-hemolysis นอกจากนี้เชื้อ B. cereus สามารถใช
น้ําตาลในการเจริญเติบโตได เชน น้ําตาล glucose, fructose, sucrose, maltose, mannose, 
lactose และ glycerol  แตไมสามารถใชน้ําตาลและสรางกรดจาก mannitol   นอกจากนี้สามารถ
ยอยสลายแปง เคซีน และเจลาตีน  การทดสอบผลทางชีวเคมีคือ catalase, citrate, nitrate 
reduction, tyrosine decomposition, lecithinase และ motility ใหผลบวก (Claus and 
Berkeley, 1986)    
1.2 เอนโดสปอร (endospore)

B. cereus เปนเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนโดสปอร (endospore) หรือ
สปอร (spore) ซึ่งเปนโครงสรางที่พบภายในเซลลแบคทีเรีย โดยจะสรางเอนโดสปอรในระยะที่
สภาพแวดลอมไมเหมาะสมสําหรับการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย เชน ภาวะขาดแคลนสารอาหาร
และน้ํา หรือสัมผัสกับปจจัยทางกายภาพที่เปนอันตรายตอเซลล เชน ความรอน  ความชื้น 
ความแหง รังสี และสารเคมี ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถปรับตัวเพื่อการอยูรอดโดยการสราง
ภายในเซลล มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ปฏิกิริยาชีวเคมี ใหมีความทนทานตอปจจัยทางกายภาพ
และสิ่งแวดลอมที่เปนอันตรายตอเซลลไดสูง และสามารถทนทานอยูในสภาพแวดลอมไดเปน
เวลานานหลายป โดยจะเกิดขึ้นเมื่อเซลลเจริญอยูในบรรยากาศทีมีแกสออกซิเจนเทานั้นหรือ
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เรียกวา aerobic endospore  เอนโดสปอรของ B. cereus  มีลักษณะรีเปนรูปไข อยูกลางเซลล และไม
บวม เซลลเจริญ 1 เซลล จะสรางเอนโดสปอร 1 สปอร  การสรางเอนโดสปอรไมใชเพื่อการสืบพันธุ
แตเปนชวงระยะหนึ่งของการดํารงชีวิต (Prajapati and Cutting, 2002)

    1.2.1  โครงสรางของเอนโดสปอรประกอบดวย
            1.2.1.1. ชั้นในสุด sporebody หรือ core หรือ spore cytoplasm เปนบริเวณที่

มี cytoplasm, DNA, RNA และเอนไซมตาง ๆ ที่ลอมรอบดวย membrane unit มีเอนไซมจะ
แตกตางไปจากเซลลปกติเนื่องจากมีขนาดเล็กกวา เชน alanine racemase ใชในการงอกของ
เอนโดสปอรและ dipicolinic acid synthetase ทําหนาที่สราง dipicolinic acid เปนตน    ใน
แบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรกลุมที่เจริญในที่มีออกซิเจนพบวา cytoplasm และเอนไซมของ
ระบบขนสงอิเล็กตรอนจะลดลงมากกวา 95% นอกจากนี้ยังพบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะหโปรตีนและการสรางพลังงานของเอนโดสปอรอีกดวย 

1.2.1.2. spore wall เปนสวนที่จะเจริญไปเปนผนังเซลลใหมของแบคทีเรีย
โครงสรางของผนังสปอรเปนพวก meurien เปนสวนใหญ

1.2.1.3. spore cortex เปนชั้นที่มีปริมาตรมากที่สุด เปนครึ่งหนึ่งของเอ็นโด
สปอรทั้งหมด มีความหนาและแข็งแรงมาก ประกอบดวย peptidoglycan ชั้นนี้ถูกยอยดวย
lysozyme ได (Setlow, 2003) การยอมสีพิเศษจะเห็นชั้น cortex ประกอบดวยชั้นบาง ๆ ที่มีอยู 
นอกจากนี้ประกอบดวย Ca2+ ของกรด dipicolinic acid ปริมาณกรดนี้พบตั้งแต 3-15% ของ
น้ําหนักแหงของสปอร สารนี้ชวยใหเอนโดสปอรทนทานตอความรอนไดดี

1.2.1.4. spore coat ประกอบดวยโปรตีน 80-90% เปนชั้นที่มีความหนาและ
เหนียว อาจมีชั้นเดียวหรือหลายชั้น มีลักษณะเรียบหรือเปนรองนูนขึ้นมา ชั้นนี้มีน้ําหนัก
ประมาณ 30-60% ของน้ําหนักแหงของเอนโดสปอร โปรตีนสวนใหญเปนพวก keratin และ 
phospholipoprotein ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนที่สําคัญไดแก cystein และ hydrophobic amino 
acid เปนจํานวนมาก จึงทําใหเอนโดสปอรทนตอรังสี และการซึมผานของสารตาง ๆ ไดดี

1.2.1.5. exosporium เปนชั้นนอกสุดของเอนโดสปอร มีลักษณะเมือก (slime)
ที่ประกอบดวย polysaccharide โปรตีน และ lipid เล็กนอย สารเหลานี้จะมายึดเกาะกันบาง ๆ 
หลวม ๆ จึงลอกหลุดงาย

1.2.2 การสรางเอนโดสปอร
เอนโดสปอรสรางขึ้นในชวง stationary phase  คือ แทนที่เซลลจะแบงตัวกลับ

สรางเอนโดสปอรขึ้นภายในเซลลแทน โดยเซลลมีการจําลอง nucleic acid ได  DNA  2 สวน 
cell membrane เวาเขาไปกลายเปนผนังกั้นแยกออก 2 สวน ที่ประกอบดวย cytoplasm และ 
DNA สวนหนึ่งใหญกวา และอีกสวนหนึ่งเล็กกวา membrane ของสวนที่ใหญกวาจะเติบโต
อยางรวดเร็วและลอมรอบสวนที่เล็กกวา  ทําใหเซลลสวนที่เล็กกวาเขาไปอยูในเซลลสวนที่ใหญ
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กวาโดยสมบูรณ โดยสราง membrane 2 ชั้น ลอมรอบ cytoplasm เรียกสวนนี้วา forespore 
หลังจากนั้นมีการสรางผนังชั้น cortex ขึ้นมาหุมระหวางเยื่อหุม forespore  ชั้นนอกและชั้นใน มี
การสรางผนังหุมเอนโดสปอร  และมีการสรางชั้น exosporium ลอมรอบผนังเอนโดสปอร 
ขั้นตอนการสรางเอนโดสปอรใชเวลาประมาณ 6-8 ชั่วโมง เมื่อการสรางเอนโดสปอรเสร็จ
สมบูรณ เซลลแมจะสลายตัวและปลอยเอนโดสปอรออกไปเปนเอนโดสปอรอิสระสูภายนอก
(Prajapati and Cutting, 2002)

            
        รูปที่ 1  วงจรชีวิตของแบคทีเรียที่สรางเอ็นโดสปอร (Errington, 2003)

1.2.3 การงอกของเอนโดสปอร (endospore germenation)
       การงอกของเอนโดสปอรเปนการเปลี่ยนสภาพของเอนโดสปอรจากระยะพัก 

(dormancy) ใหเปนระยะที่แบงตัวกลายเปนเซลลปกติ ประกอบดวยกระบวนการตาง ๆ คือ
1.2.3.1 activation เปนระยะการกระตุน โดยเมื่อเอนโดสปอรอยูในสภาพที่

เหมาะสม ซึ่งถูกกระตุนดวยสารอาหาร ปจจัยทางกายภาพเชน ความรอน หรือใชสารเคมี
กระตุนทําใหเอนโดสปอรเริ่มขยายขนาด 

1.2.3.2  germenation เปนระยะการงอก  การสรางรอง germmination groove 
ในชั้น spore coat ทําใหที่ผิวชั้น coat ถูกทําลาย และเกิดการยอยสลายดวย lytic enzyme ที่อยู
บน peptidoglycan ของชั้น cortex  ทําใหผนังเอนโดสปอรยอมใหน้ําและสารอาหารซึมผานได 
และสูญเสียความตานทานตอสิ่งแวดลอม เชน ไมทนความรอน ยอมติดสีธรรมดาได ไมสะทอน
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แสงในขณะที่น้ําเขาสูเอ็นโดสปอร เอนโดสปอร มีการใชออกซิเจน เพิ่มขึ้น และเกิด oxidation 
ของ glucose  เอนโดสปอรพองออกและมีการขับสารทิ้งออกจากเซลลประมาณ 30% สารที่ขับ
ออกมาเปนพวก กรดอะมิโน  Ca2+-dipicolinate และ glycopeptide 

1.2.3.3  outgrowth เปนระยะชวงการเจริญเติบโต เมื่อเอนโดสปอรงอกออก
มาแลว จะมีการเจริญตอไปและตองการอาหารที่สมบูรณสําหรับเจริญ โดยเอนโดสปอรจะบวม
ออกจนเห็นไดและสรางผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลของเซลลปกติ (vegetative cell)  เซลลใหมที่
สรางขึ้นจะหลุดออกมาจาก spore coat และยืดยาวออก กระบวนการงอกเอนโดสปอรเปนเซลล
ปกติใชเวลาประมาณ 1-90 นาที

1.2.3.4 growth เปนระยะเจริญเติบโตกลายเปนเซลลปกติ (Moir, 2003; 
Setlow, 2003)
1.3  แหลงที่พบ
  เนื่องจากเชื้อ  B. cereus สามารถมีชีวิตอยูรอดไดในทุกสภาวะ และสามารถพบได
ทั่วไปในธรรมชาติ เชน ตามดิน แหลงน้ํา อากาศ  ฝุนละออง และพืช (Kotiranta et al., 2000; 
Schoeni and  Wong, 2005)   ตลอดจนสามารถกระจายปนเปอนในอาหารไดหลายประเภท  เซลล
และเอ็นโดสปอรของเชื้อ  B. cereus มีบทบาทสําคัญที่ทําใหเกิดอาหารเปนพิษและทําใหอาหารเนา
เสียได  มีรายงานศึกษาพบการปนเปอนและกอโรคอาหารเปนพิษในขาวและผลิตภัณฑขาว 
ธัญพืช พาสตา กวยเตี๋ยว แปงและผลิตภัณฑจากแปง (Rusul and Yaacob, 1995; Lake, 
2004; Haque and Russell, 2005) รายการศึกษาการตรวจพบการปนเปอนเชื้อ B. cereus ใน
ผลิตภัณฑจากแปงคิดเปน 30% (Del Torre et al., 2001)  ในพืชผัก ผักสดและผลิตภัณฑจาก
ผัก (Carlin et al., 2000) จากรายงานการศึกษาตรวจหาการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในผักสด
ไดแก พริกสด  แตงกวา มะเขือเทศ  แครอท กระเทียม และหัวหอมใหญ ในผลิตภัณฑจากผัก
และอาหารที่มีผักเปนสวนประกอบ จํานวน  85 ตัวอยาง พบวาตรวจพบ 36 ตัวอยาง ที่เปนไป
ได (presumptive) วาเปนเชื้อกลุม B. cereus ซึ่งตรวจพบไมเกิน 104 cfu/g และ เมื่อทดสอบ
ยืนยัน พบวาเปนเชื้อ B. cereus คิดเปน 88.9% (32/36) นอกจากนี้เชื้อสามารถสรางสารพิษ
diarrhoea enterotoxin คิดเปน 71.9% (23/32)  (Valero et al., 2002) ตรวจพบการปนเปอน
เชื้อ B. cereus 1 ตัวอยาง ในตัวอยางผักสดและสลัดผักจากทั้งหมด 12 ตัวอยาง ปริมาณอยาง
นอยที่สุด 5x103 cfu/g คิดเปน 8.3% (1/12) (Valero et al., 2007) ตรวจพบเชื้อ B. cereus 
ปริมาณ 8.32x103 cfu/g ในเนื้อสัตว (Nel et al., 2004) Güven และคณะ (2006)  ไดศึกษา
ตรวจหาการปนเปอน B. cereus ในตัวอยางเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว จํานวน 100 
ตัวอยาง พบวา ตรวจพบเชื้อ B. cereus ปริมาณ log 0.69-4.80 cfu/g คิดเปน 22.4% 
นอกจากนี้ตรวจพบการสรางสารพิษ diarrhoea enterotoxin ในตัวอยางเนื้อวัว  เนื้อบด  เนื้อ
soudjouck  และเนื้อ pastrami ตรวจพบในนมและผลิตภัณฑจากนม  จากรายงานการศึกษาของ
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Reyes และคณะ (2007) ไดศึกษาตรวจหาการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในนมผงและผลิตภัณฑ
จากนมจํานวน  381 ตัวอยาง ตรวจพบเชื้อ B. cereus จํานวน 175 ตัวอยาง คิดเปน 45.9% 
(175/381)  และคัดเลือกเพื่อตรวจหาสายพันธที่สรางสารพิษจํานวน 94 ตัวอยาง  ตรวจพบการ
สรางสารพิษ diarrhoea enterotoxin และสามารถเจริญในอุณหภูมิต่ํากวา 7ºC  จํานวน 28 
ตัวอยาง คิดเปน 29.8% (28/94) เชนเดียวกับรายงานการศึกษาของ Bartoszewicz และคณะ 
(2008)  ตรวจพบการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในนมดิบ และนมพาสเจอรไรส จํานวน 44 
ตัวอยาง ในจํานวนทั้งหมด 680 ตัวอยาง คิดเปน 6.47% และรายงานการศึกษาของ Zhou และ
คณะ (2008) ตรวจพบการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในนมพาสเจอรไรส ในชวงใบไมผลิ (spring) 
และใบไมรวง (autumn) จากจํานวนตัวอยาง 54 ตัวอยาง คิดเปน 71.4% และ 33.33% 
ตามลําดับ   นอกจากนี้สามารถปนเปอนใน สวนประกอบของอาหาร  วัตถุดิบที่ใชประกอบอาหาร 
เคร่ืองเทศ  และเคร่ืองปรุงแตงรสตางๆ (Kramer  and Gilbert, 1989; Iurlina et al., 2006)    
1.4  ปจจัยที่ทําใหเกิดโรค

ปจจัยท่ีสวนเกี่ยวของในการกอโรคอาหารเปนพิษ ของเชื้อ B. cereus คือ สารพิษ 
ซึ่งเชื้อสามารถปลอยออกมานอกเซลล (extracellular substance)   มีดังนี้
 1.4.1  enterotoxin   เปนสารพิษที่มีคุณสมบัติเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ  5.0 kDa ประกอบดวยสารพิษ 3 ชนิด คือ haemolysin BL (Hbl), nonhaemolytic 
enterotoxin (Nhe)  และ cytotoxin K (CytK) (Schoeni and Wong, 2005; Stenfors Arnesen 
et al., 2008)  ถูกสรางขึ้นขณะที่เชื้อเจริญในชวงปลายของ exponential phase  และสามารถ
สรางสารพิษในอาหารและในลําไสเล็กได สารพิษชนิดนี้ไมทนตอกรด ความรอน และไมทนตอ
เอนไซมทริปซินทียอยโปรตีนในลําไส    สามารถทําลายไดดวยความรอนที่อุณหภูมิ 56ºC เปนเวลา 
5 นาที   มีรายงานการศึกษาพบวาสารพิษนี้ทําใหเกิดการสะสมของของเหลวในลําไสกระตาย 
(rabbit ileal loops) และทําใหมีการทําลายเยื่อเมือกในลําไสอยางรุนแรง  การทําการทดลองที่
ผิวหนังกระตายพบทําใหเนื้อเยื่อตาย (necrosis) และเมื่อฉีดสารพิษนี้เขาทางหลอดเลือดดําของ
หนูจะทําใหหนูตาย (Granum, 2001; Todar, 2006)

1.4.2  emetic toxin หรือเรียกวา cereulide เปนสารพิษที่แบคทีเรียสรางจาก non-
ribosomal peptide synthetase (Horwood et al., 2004)  มีคุณสมบัติเปน cyclic peptide (cyclic 
dodecadepsipeptide) ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําประมาณ 1.2 kDa และมีโครงสรางเปน [D-O-Leu-D-
Ala-D-O-Val-D-Val]3 (Agata et al., 1994; Ehling- Schulz et al., 2004)   สรางขึ้นระหวางการ
สรางเอนโดสปอรเมื่ออยูในอาหาร  สารพิษชนิดนี้ทนตอกรด  ความรอน และเอ็นไซมทริปซินที
ยอยโปรตีนในลําไส สามารถทําลายไดดวยความรอนท่ีอุณหภูมิ126ºC นาน  90 นาที  นอกจากนี้
สามารถทนในสภาวะที่อุณหภูมิ 4ºC นาน 2 เดือน (Agata, 2002; Todar, 2006)   จากการศึกษา
พบวา กลไกการออกฤทธิ์ของสารพิษชนิดนี้โดยยับยั้งขบวนการเมทาบอลิซึมของกรดไขมัน
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ภายในไมโตคอนเดรีย  (Mikkola et al., 1999; Taylor  et  al., 2005) และเมื่อทดสอบสารพิษ
emetic ในเนื้อเยื่อ (tissue culture) โดยใชเซลล Hep-2 พบวาเกิดรูชองโหวง (vacuolization) ใน
เนื้อเยื่อที่ทดสอบ (Finlay et al., 1999) 

1.5 ลักษณะอาการที่กอโรคอาหารเปนพิษ
1.5.1 อาการทองเสีย (diarrhoea type syndromes) เปนอาการของโรคที่เกิดจาก 

enterotoxin   ทําใหเกิดปวดทอง อุจจาระรวงเปนน้ํา และอาจมีอาการคลื่นไส อาเจียนไขเล็กนอย  
หลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนเซลลแบคทีเรียในปริมาณสูงแลวสรางสารพิษขึ้นมาในลําไส 
(infection) จะแสดงอาการภายในระยะเวลา 8-16 ชั่วโมง  โดยทั่วไปอาการจะทรงอยูไมเกิน 24  
ชั่วโมง แลวจะทุเลาลง  และมีรายงานการศึกษา พบวา กลไกการออกฤทธิ์โดยกระตุน adenylate 
cyclase ทําใหมีการเพิ่มปริมาณของ cyclic  adenosine  monophosphate  (cAMP)  ทําให
เซลลเยื่อบุทางเดินอาหารมีการหลั่งสารน้ําและเกลือแรออกสูทางเดินอาหาร ผูปวยจึงมีอาการ
ถายเหลวเปนน้ํา (Beecher, 2002)  ซึ่งเกี่ยวของกับอาหารประเภทโปรตีน เชน เนื้อสัตวและ
ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว ไข ขนมหวาน ซุบ นมและผลิตภัณฑจากนม ผักสดและผลิตภัณฑจาก
ผัก  รายงานการศึกษาตรวจพบ enterotoxin ประเภท cytotoxin K ในผูปวย 3 รายที่มีอาการ
อุจจาระรวงอยางรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตในประเทศฝรั่งเศส แตไมพบ emetic toxin (Lund et al., 
2000)  

1.5.2  อาการอาเจียน (emetic type syndromes)  เปนอาการของโรคที่เกิดจาก
สารพิษชนิด  emetic toxin ทําใหเกิดอาการคลื่นไส อาเจียน  คลื่นเหียน วิงเวียน ครั่นเนื้อครั่นตัว    
ทองเสียเล็กนอย จะแสดงอาการภายในระยะเวลา 1-5 ชั่วโมง  หลังจากการบริโภคอาหารที่มีสารพิษท่ี
แบคทีเรียสรางขึ้น (intoxication) ในอาหาร (Paananen et al., 2002; Ehling-Schulz et al., 
2004)  และหากไดรับสารพิษในปริมาณมาก ทําใหเกิดโรคแทรกซอนได  เชน เกิดภาวะตับวายอยาง
รุนแรง  (fulminant liver failure) ในวัยรุนชาวสวิตเซอรแลนด และในเด็กชาวเบลเยียม (Mahler et al., 
1997; Dierick et al., 2005) ทําใหเปนอันตรายตอไต (renal damage)  (Taylor et al., 2005)  และ
ยับยั้งเซลลเพชฌฆาต (natural killer cells) ในระบบภูมิคุมกันของมนุษย (Paananen et al.,
2002) ซึ่งเกี่ยวของกับอาหารจําพวกแปง เชน ขาวและผลิตภัณฑขาว ธัญพืช พาสตา กวยเตี๋ยว
แปงและผลิตภัณฑจากแปง (Agata et al., 2002; Shaheen et al., 2006)   รายงานการศึกษา
ตรวจพบสารพิษ emetic ในขาวตมและผลิตภัณฑจากแปงในปริมาณสูงกวา ในไข เนื้อและ
ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว นม และนมถั่วเหลือง (Agata et al., 2002)  เชนเดียวกับการศึกษาของ
Rajkovic และคณะ (2006)    พบวาเมือใชเชื้อ B. cereus 2 สายพันธมาเพาะเลี้ยงในแปงมันฝรั่ง 
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พาสตา และขาวตม ทําการบมที่อุณหภูมิ 28ºC นาน 24 ชั่วโมง พบวาปริมาณเชื้อสูงถึง 108

CFU/g  และตรวจพบสารพิษ emetic ในตัวอยางอาหารทั้ง 3 ชนิด 
1.6 ปริมาณเชื้อที่กอโรค (Infective doses)

ปริมาณเชื้อของเซลลปกติ (vegetative cell) ที่กอโรคทั้งอาการทองเสียและ
อาเจียนในอาหาร คือ 103-1010 cfu/g (ml) (Notermans and Batt, 1998)  แตปริมาณเชื้อที่พบ
บอยในอาหาร  คือ 105-108 cfu/g (ml) และมีรายงานพบวา ปริมาณเอนโดสปอรที่ต่ํากวาปริมาณ
เซลลปกติสามารถกอใหโรคแบบอาการทองเสียได เนื่องจากเอนโดสปอรสามารถรอดชีวิตและทน
ตอกรดในกระเพาะอาหาร (gastric acid)  ไดดี (Clavel et al., 2004)   

ตารางที่ 1 สรุปลักษณะการกอโรคอาหารเปนพิษของเชื้อ B. cereus
ลักษณะ โรคอาหารเปนพิษแบบทองเสีย โรคอาหารเปนพิษแบบอาเจียน

ประเภทสารพิษ

ตําแหนงการสรางสารพิษ
ปริมาณเชื้อที่กอโรค
ระยะเวลาฟกตัว
ระยะเวลาแสดงอาการ
อาการ

อาหารที่เกี่ยวของ

โปรตีน; enterotoxin:Hbl, Nhe  
และ CytK
ในลําไสเล็กของคนหรือ host
105-108CFU/g (ml)
8-16 ชั่วโมง
12-24 ชั่วโมง
ปวดเกร็งทอง  อุจจาระรวงเปนน้ํา

อาหารประเภทโปรตีน เชน เนื้อสัตว
และผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว ไข 
ขนมหวาน ซุบ นมและผลิตภัณฑ
จากนม ผักสดและผลิตภัณฑจาก
ผัก

cyclic peptide; emetic toxin 
(cereulide)
ปรากฏในอาหาร
105-108CFU/g (ml)
0.5-6 ชั่วโมง
6-24 ชั่วโมง
คลื่นไส  อาเจียน  คลื่นเหียน 
วิงเวียน ครั่นเนื้อครั่นตัว    
อาหารจําพวกแปง เชน ขาวและ
ผลิตภัณฑขาว ธัญพืช พาสตา 
กวยเตี๋ยว แปงและผลิตภัณฑ
จากแปง

ที่มา: Granum, 2007

1.7 การระบาด
การระบาดของโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ B. cereus พบไดทั่วโลก (Clavel et 

al., 2007; Granum, 2007) และพบวาจํานวนการระบาดจะเพิ่มขึ้นในแถบประเทศอุตสาหกรรม 
(Kotiranta et al., 2000) แตอยางไรก็ตามความรุนแรงของลักษณะอาการที่แสดงตาง ๆ นั้น  
พบวาแตกตางกัน เชน ลักษณะอาการแบบอาเจียนจะพบในประเทศอังกฤษ  ออสเตรเลีย  
แคนาดา  ฟนแลนด เนเธอรแลนด  สหรัฐอเมริกา  และญี่ปุน (Shinakawa et al., 1995)  
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ในขณะที่ลักษณะอาการแบบอุจจาระรวงพบมากในยุโรปทางเหนือและอเมริกาทางเหนือ  
ประเทศแคนาดา นอรเวย บัลกาเรีย ฟนแลนด  และฮังการี (Kotiranta et al., 2000) เมื่อ ค.ศ.
1973-1985 พบการระบาด 17.8 % ของแบคทีเรียทั้งหมดที่กอโรคอาหารเปนพิษที่ในประเทศ
ฟนแลนด  11.5% ในเนเธอรแลนด  0.8% ในสก็อตแลนด  0.7% ในอังกฤษและแควนเวลส  
2.2% ในแคนาดา  0.7% ในญี่ปุน  และ 15% ในฮังการี (Kramer  and Gilbert, 1989)  ในป 
ค.ศ.1960-1992 พบการระบาดจากเชื้อ B. cereus 1-22% ในแถบประเทศยุโรป ญี่ปุน และ
อเมริกาทางตอนเหนือ (Beattie and Williams, 2000)  ในป ค.ศ.1993-1998 พบการระบาดจาก
เชื้อ B. cereus 12% ในประเทศเนเธอรแลนด(Schmidt, 2001) สวนในป ค.ศ.1998-2000 มี
รายงานการระบาด 7% ในเด็กของโรงเรียนในประเทศสหรัฐอเมริกาทางตอนเหนือ (Daniels et  
al., 2002)  และมีรายงานในปค.ศ. 2005 มีรายงานการระบาด 1.4% จากเชื้อ Bacillus sp.
(ประกอบดวย non-cereus) (EFSA, 2006)

สําหรับในประเทศไทยยังไมมีรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ
B. cereus แตอยางไรก็ตามก็เปนสิ่งจําเปนที่ตองมีการควบคุมเพื่อปองกันการระบาดของเชื้อ
ดังกลาว
1.8 การดื้อยาปฏิชีวนะและการรักษา

เนื่องจากเชื้อ B. cereus สามารถสรางเอ็นไซม β-lactamase ได สงผลทําใหเชื้อ
ดื้อตอยาปฏิชีวนะกลุม penicillin  และ  cephalosporins (Alfaro et al.,1996)    นอกจากนี้เชื้อยังดื้อ
ตอยา  trimetroprim  ดวย   มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ  B. cereus 
จํานวน   54  สายพันธุ พบวา B. cereus  ทุกสายพันธุ ดื้อตอยา penicillin, oxacillin  และ 
cephalosporin  (Weber  et al., 1988)  ดื้อตอยากลุม β-lactam และ trimethoprim-
sulphamethoxazole (De la Rosa et al., 1993)  ดื้อตอยา bacitracin, erythromycin, penicillin 
และ streptomycin   (Jensen et al., 2001) ดื้อตอยา nisaplin  ที่ความเขมขน 5000 IU  คิดเปน 
60%  (Banerjee and Sarkar, 2004)   ดื้อตอยา penicillin คิดเปน 90%  (Rosenquist et al., 
2005) ดื้อตอยา amoxicillin และ oxacillin (Güven et al., 2006) ดื้อตอยา penicillin และ 
erythromycin (Citron and Applemen 2006) ดื้อตอยา amoxicillin-clavulanic acid, 
cefotaxime, erythromycin, penicillin และ tetracycline คิดเปน 60%, 71%, 1%, 99%  และ
6% ตามลําดับ (Turmbull et  al.,  2004)  และดื้อตอยา amoxicillin, ampicillin, ceftriaxone,
clarithomycin, erythromycin, penicillin, oxacillin และ  trimethoprim-sulphamethoxazole 
(Luna et  al., 2007)   
 ยาปฏิชีวนะที่ใชไดผล และเปนตัวเลือกในการรักษาสําหรับ B. cereus (รวมถึง 
non-cereus ที่กอโรค) ไดแก ยากลุม aminoglycosides, chloramphenicol, clindamycin, 
erythromycin, tetracycline และ vancomycin (Logan and Turnbull, 2003) มีรายงานการศึกษา
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เกี่ยวกับความไวของยาปฏิชีวนะตอ  B. cereus จํานวน 54  สายพันธุ พบวา B. cereus ทุกสาย
พันธุไวตอยา imipenem, vancomycin, chloramphenicol, gentamicin และ ciprofloxacin.  
(Weber et al., 1988)  และ ไวตอยา vancomycin, clindamycin  และ gentamicin  คา MIC50  
เทากับ 2.0  0.5 และ 2.0 µg/ml  ตามลําดับ และคา MIC90 เทากับ 2.0  1.0  และ 2.0  µg/ml  
ตามลําดับ (Gigantelli  et  al., 1991)  เชนเดียวกันกับรายงานของ Turnbull  et al., (2004) 
พบวา ยา gentamicin และ ciprofloxacin สามารถฆาเชื้อและมีความไวตอเชื้อ B. cereus 100%   
ในขณะที่ยา vancomycin  สามารถฆาเชื้อและมีความไวตอเชื้อ B. cereus  99%    Rosenquist 
และคณะ (2005) ไดศึกษาความไวของยาปฏิชีวนะตอเชื้อ B. cereus และ B. thuringiensis ที่
แยกไดจากอาหารพรอมบริโภคพบวา ไวตอยา chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, 
streptomycin, tetracycline, erythromycin และ  vancomycin คิดเปน  100% และใน
ขณะเดียวกัน Güven และคณะ (2006) ศึกษาความไวของยาปฏิชีวนะตอเชื้อ B. cereus ที่แยก
ไดจากเนื้อและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวพบวา สวนใหญไวตอยา gentamicin  และ vancomycin  
และจากการศึกษาความไวของยา daptomycin, ciprofloxacin, vancomycin  และกลุมยาอื่น ๆ 
ตอเชื้อแบคทีเรีย Bacillus  ssp.  พบวา ยามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus ไดที่คา MIC อยูในชวง  
0.06-2, 0.06-4 และ  0.5-2  µg/ml  ตามลําดับ   คา  MIC90 คือ 1.0, 0.25  และ 1.0 µg/ml  
ตามลําดับ และคา MIC50  คือ 1.0, 0.125  และ 0.5 µg/ml  ตามลําดับ (Citron และ
Applemen 2006) เชนเดียวกับ  Luna และคณะ (2007) ไดศึกษาเกี่ยวกับความไวของยา
ปฏิชีวนะตอเชื้อ Bacillus ssp. ที่กอโรคไดแก   B. cereus, B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides และ B. thuringiensis พบวา ไวตอยา chloramphenicol, ciprofloxacin, 
gatifloxacin, gentamicin, levofloxacin, linezolid, moxifloxacin, rifampicin, streptomycin, 
tetracycline, tigecycline และ vancomycin
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2. การศึกษาฤทธิ์ของพืชสมุนไพรตอแบคทีเรีย
จากการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียของน้ํามันหอมระเหยจากพืชที่รับประทานได 

(edible plants) จํานวน 9 ชนิด ไดแก savory, laurel, oregano, basil, cumin, fennel, myrtle, 
pickling herb และ mint ตอเชื้อ B. cereus พบวา มีพืชสมุนไพรจํานวน 4 ชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อ B. cereus คือ savory และ laurel ที่ความเขมขน 1, 10 และ 15% v/v  sea fennel ที่ความ
เขมขน 10 และ 15% v/v  และ cumin ที่ความเขมขน 15% (Ö zcan and Erkmen, 2001)
การศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของสารในกลุม triterpenoids จากสารสกัดดวย ethyl acetate ของ 
Nympoides cristatum  พบวาสารในกลุม triterpenoids มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus,  B. subtilis, 
E. coli  และ Shigella sonnei ที่คา MIC เทากับ 64, 128, 64 และ 32 µg/ml  ตามลําดับ 
(Rahaman et al., 2002)   การศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรีย ของสารสกัดดวย 80% แอลกอฮอล  
และ อะซิโตน จากพืชที่รับประทานได (edible plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  จากประเทศจีน  ญี่ปุน  
ไทย และเยเมน ตอเชื้อแบคทีเรีย ไดแก B.cereus, S.aureus, L. monocytogenes,  E. coli  
และ Salmonella infantis  พบวา มีพืช 6 ชนิด ที่สามารถยับยั้งเชื้อ B.cereus  คือ สะเดา
(Azadirachta indica), อบเชยจีน (Cinnamomum cassia), ผักกาดสม (Rumex nervosus), อี
หรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum และขิง (Zingiber officinale)  ที่คา MIC อยู
ในชวง 165-660  mg/l (Alzoreky and Nakahara, 2003) การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเมทา
นอลของพืชสมุนไพรในประเทศอิหราน 180 ชนิด ตอเชื้อ P. aeruginosa, P. fluorescens, 
B. subtilis,  B. cereus และ B. pumilis  พบวาเมื่อทดสอบสมบัติการตานเชื้อแบคทีเรียดวยวิธี 
agar diffusion ที่ความเขมขน 20 mg/ml มีพืชสมุนไพร 78 ชนิด ที่แสดงการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
B. cereus, B. subtilis, B. pumilis, P. fluorescens และ  P. aeruginosa คิดเปน 88.4%, 39.7%, 
37.1%, 37.1% และ 10.2%  ตามลําดับ ซึ่งพืชที่มีฤทธิ์ตานเชื้อดังกลาวเปนพืชที่จัดอยูในกลุม 
Apiaceae จํานวน 9 ชนิดและกลุม Compositae จํานวน 8 ชนิด,  และ  Labiatae จํานวน 7 
ชนิด  Myrtus communis  มีฤทธิ์ตานเชื้อ Bacillus sp ที่คา MIC เทากับ 1.87 mg/ml  สวน  
Dianthus caryophyllus  และ Terminalia chebula  มีฤทธิ์ในการตานเชื้อ P. fluorescens,
P. aeruginosa ที่คา MIC เทากับ 0.46 และ 1.87 mg/ml ตามลําดับ (Shahidi bonjar et al., 
2003)  Nasar-Abbas และ Halkman (2004) ไดศึกษาผลของสารสกัดดวยน้ําจากพืชสมุนไพร 
iranian sumac (Rhus coriaria L.) ตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคระบบทางเดินอาหารบางชนิด 
ไดแก แบคทีเรียกรัมบวก 6 ชนิด คือ B. cereus, B. megaterium, B. subtilis, B. thuringiensis, 
L. monocytogenes และ S. aureus  สําหรับแบคทีเรียกรัมลบ 6 ชนิด คือ S. enteritidis, 
C. freundii,  E. coli Type I, E.coli O157:H7, P. vulgaris   และ Hafnia alvei  พบวา สารสกัด 
iranian sumac มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัมลบ คือในกลุม
Bacillus sp., S. aureus  และ L. monocytogenes  เมื่อบมไวที่ 24 ชั่วโมง  คา MIC อยูในชวง 
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0.25-0.32 %, 0.49 %  และ 0.67 %  ตามลําดับ  ในขณะที่แบคทีเรียกรัมลบเมื่อบมไวที่ 3 วัน
S. enteritidis,  C. freundii,  E. coli Type I,  E.coli O157:H7, P. vulgaris และ Hafnia alvei  ที่
คา MIC  คือ 0.67 %, 0.42 %,  0.63 %,  0.60 %, 0.55 % และ 0.45 % (w/v)   ตามลําดับ   
การศึกษาผลของ natural food  preservative 2 ชนิด คือ thymol  และ cymene  ซึ่งแยก
สารประกอบไดจากพืชกลุม Origanum และThymus ในการตานเชื้อ  B. cereus   ที่ความ
เขมขน 0.2-1.0  mmol/l   และ 0.2-2.0  mmol/l  ของสารสกัดทั้ง 2  ชนิด  พบวาสามารถฆา
เชื้อ B. cereus  ในระยะ exponential phase ได เมื่อใชสารทดสอบรวมกันทั้งสองชนิด 
(combination)  พบวาสามารถฆาเชื้อ  B. cereus ไดดีมากกวายิ่งขึ้น (Degaldo  et  al., 2004)  
นอกจากนี้การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบ Eucalyptus 26 species  และ flavonoid จาก 
Eucalyptus maculate  พบวา สารสกัดจาก E. globulus, E. maculata และ E. viminalis
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกได 6 ชนิด คือ S. aureus, MRSA, B.cereus, E. faecalis, 
Alicyclobacillus acidoterrestris และ Propionibacterium acnes และเชื้อรา Trichophyton 
mentagrophytes  โดยที่คา MIC อยูในชวง 3.9-6.3 mg/l  แตไมมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมลบ
คือ E. coli และ P. putida นอกจากนี้ 2,6-dihydroxy-3-methyl-4-methoxy-
dihydrochalcone, eucalyptin และ 8-desmethyl-eucalyptin ซึ่งแยกจากสารสกัดของ E. 
maculata สามารถยับยั้งเชื้อได 7 ชนิดโดยคา MIC อยูในชวง 1-31 mg/l (Takahashi et al., 
2004)  Drewes  และคณะ  (2006)  ไดศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรในแถบแอฟริกาใตจาก
ใบดวย hexane ของ Helichrysum tenax  (Asteraceae) ที่เปน monomeric และ dimeric 
diterpenes พบวา แยกไดสารประกอบ  monomeric จํานวน 3  ชนิด ไดแก สาร ent-beyer-15-
en-19-ol, 4-epimer ent-beyer-15-en-18-ol และ 5β, 16β-epoxide-ent-beyeran-19-ol  และ
แยกไดสารประกอบ dimeric diterpenes ไดแก malonic acid ซึ่ง ent-beyer-15-en-19-ol   
สามารถยับยั้ง  B. cereus  และ Staphylococcus  epidermidis  ไดที่ความเขมขน  3.1 และ 3.6 
µg/l ตามลําดับ    การศึกษาผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานในประเทศโคลัมเบียจํานวน 
10 ชนิด ไดแก Bidens pilosa, Bixa orellana , Cecropia peltata, Cinchona officinalis, 
Gliricidia sepium, Jacaranda mimosifolia, Justicia secunda, Piper pulchrum, P. paniculata 
และ Spilanthes americana  ตอเชื้อ B. cereus    พบวา สารสกัดดวยน้ําของ B. pilosa, B.
orellana, J. mimosifolia และ P. pulchrum มีฤทธิ์ตาน B. cereus ได คา MIC ของสารสกัดทั้ง 
4 ชนิดตอ B. cereus เทากับ 0.2 µg/ml (Rojas et al., 2006)   การศึกษาผลของสารสกัดจาก
เครื่องเทศ 2 ชนิดคือ iranian sumac และ avishan-e shirazi (Zataria multixora)  ซึ่งเปนพืช
สมุนไพรในประเทศอิหรานที่ใชเปนสารกันเสียจากธรรมชาติ (natural food  preservative)   
โดยสกัดดวย 80% แอลกอฮอล  นํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร 
คือ S. aureus,  B. cereus, E. coli, S. typhi, P. vulgaris และ S. xexneri โดยใชวิธี  disc 
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diffusion  และ well diffusion   พบวา Iranian sumac สามารถยับยั้งเชื้อไดดีกวา avishan-e 
shirazi (Zataria multixora)  และคา MIC ตอ  S. aureus  และ B. cereus  คือ  0.05 % และ 
0.10 %  ตามลําดับ  ในขณะที่ Iranian sumac และ avishan-e shirazi  สามารถยับยั้ง
แบคทีเรียกรัมลบ อยูในชวง 0.1-2%  และ 0.4-0.8 %  (w/v) ตามลําดับ (Fazeli et al., 2007)  
จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากน้ํามันหอมระเหยของ  Tarchonanthus camphorates  ตอ
แบคทีเรียที่กอโรคกรัมบวก ไดแก S. aureus และ Bacillus spp. และแกรมลบ ไดแก E. coli, 
Salmonella typhi, K. pneumoniae, Proteus mirabilis  และ P. aeruginosa  โดยวิธี  disc 
diffusion พบวาใหคา inhibition zone ตอเชื้อ S. aureus และ Bacillus ssp. เทากับ 26.5 และ 
21.0 mm. ตามลําดับ สวนเชื้อ E. coli, S. typhi, K. pneumoniae และ Pr. mirabilis  ใหคา 
inhibition zone เทากับ 26.5, 11.5, 13.0  และ 13.0 mm. ตามลําดับ แตไมใหคา inhibition 
zone  ตอเชื้อ P. aeruginosa (Matasyoh et al., 2007)   จากรายงานการศึกษาคุณสมบัติการ
ตานเชื้อแบคทีเรีย และสารประกอบหลักที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพของอบเชยไทย (Cinnamomum 
burmannii Blume.) ตอเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคระบบทางเดินอาหาร 5 ชนิด  ไดแก B. cereus, 
L. monocytogenes, S. aureus,  E. coli, และ S. anatum และเมื่อนํามาวิเคราะหสารประกอบ
หลักในสารสกัดชนิดนี้  พบวาสารสวนใหญเปนน้ํามันหอมระเหย ((E)-cinnamaldehyde) และ
สารประกอบกลุมโพลีฟนอลหลายชนิด  (proanthocyanidins, (epi) catechins) สารสกัดหยาบ
และสารประกอบหลักเหลานี้มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิดได  และจากการศึกษาดวยกลอง
จุลทรรศนแบบสองกราด พบการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแบคทีเรียอยางชัดเจนหลังทดสอบ
ดวยสารสกัดหยาบและสารประกอบหลักของอบเชยไทย (Shan et al., 2007)  การศึกษาฤทธิ์
ตานจุลินทรียของสารในกลุม triterpenoids จาก Vladimiria muliensis  พบวาสารในกลุม
triterpenoids สามารถยับยั้ง B. cereus, E. faecalis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa   และ
C.albicans ได  (Chen et al., 2008) นอกจากนี้จากการศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของ
สารประกอบกลุม polyphenols จากผลมะกอก และองุน  พบวาสารประกอบกลุม polyphenols  
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดแก B. cereus, E. faecalis, S. aureus, E. coli, S. poona, และ
ยีสต (S. cerevisiae และ C.albicans)  ได  (Serra et al., 2008)  

ในงานวิจัยครั้งนี้ไดใชใบกระทุมาศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจาก
อาหาร เนื่องจากมีการศึกษาฤทธิ์ของพืชสมุนไพรดังกลาวเบื้องตน   พบวาสารสกัดหยาบดวย
เอทานอลจากใบกระทุมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus ได (Voravuthikunchai et al., 2007)
นอกจากนี้ใบกระทุสามารถหาไดงายตามทองถิ่นในแถบภาคใตของประเทศไทย
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3.กระทุ
กระทุเปนไมทองถิ่นทางเอเชียตะวันออกเฉียงใตรวมทั้งประเทศไทย  ซึ่งพบได

บอยบนดินทราย บริเวณชายฝงทะเลทั้งสองดานทางใตของไทย และจังหวัดตราดในภาค
ตะวันออก ความเปนกรดดางของดินอยูระหวาง 4.0-10.0 ซึ่งเฉลี่ยคือ 5.8  (Winotai et al., 
2005) กระทุสามารถทนความเค็มและเกร็ดน้ําแข็ง (frost) ได สามารถทนอุณหภูมิไดถึง -7ºC 
และยังสามารถปรับตัวกับไฟปา อีกทั้งเจริญเติบโตไดดีหลังจากเกิดไฟไหมปา  
3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร :

รูปที่ 2   ตน ใบ และดอกกระทุ

ชื่อวิทยาศาสตร : Rhodomyrtus tomentosa (Ait.) Hassk
วงศ : Myrtaceae
ชื่อสามัญ (ไทย) : กระทุ ทุ พรวด
ชื่อสามัญ (อังกฤษ) : downy myrtle, downy rose myrtle, rose 

myrtle
ชื่ออื่น : กาทุ งาย ชวด ปุย

ตนกระทุ เปนไมพุมเขียวชะอุมทั้งป ความสูงประมาณ 2-3 m 
             ใบ เปนใบเดี่ยวเรียงตรงขามรูปไขปลายมน (elliptic-oval) ยาวประมาณ 5-8 
cm กวางประมาณ 1.5-4 cm หนาใบเปนมันสีเขียวเขม สวนหลังใบสีนวลมีขนละเอียดปกคลุม 



17

โดยมีเสนใบนูนสามเสน ประกอบดวยเสนกลางใบ 1 เสน และเสนขอบใบ 2 เสน กานใบยาว
ประมาณ 5 mm เปนเหลี่ยมมีขน

ดอกเดี่ยวหรือเปนชอกระจุกซอนที่งามใบหรือปลายกิ่ง ฐานรองดอกรูปถวย 
โคนกลีบเลี้ยงเชื่อมติดกันเปนรูปกรวย ปลายแยก 5 แฉก ผิวมีขนนุมหนาแนน กลีบดอก 5 กลีบ 
รูปรางคอนขางกลม ขนาด 1.5-2 cm สีชมพู ดานนอกมีขนสีขาว สีของดอกกระทุเปนสีชมพู
กุหลาบ กลีบดอกชั้นเดียว มีสีชมพูออนถึงแกในชอเดียวกัน ขนาดดอกกลม เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 2-3 cm

ผล  รูปกลมถึงเกือบกลม ขนาด 9-10 mm ผิวมีขนคลายกํามะหยี่หนาแนน  ผล
ออน มีสีเขียวแลวจะคอยๆสุกกลายเปนสีแดง จนสุกจัดกลายเปนสีมวงอมดํา  เนื้อผลสีชมพูแดง 
ภายในมีเมล็ดจํานวนมาก เมล็ดรูปไต สีน้ําตาลออน ผลรับประทานได รสหวาน (กรมอุทยาน
แหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช, 2548)

การปลูก ขณะนี้ยังไมมีการปลูกกระทุเพื่อประโยชนทางการคา มีเพียงการปลูก
กระทุไวเพื่อเปนการเก็บรวบรวมพันธุและตกแตงสถานที่ ในมลรัฐฮาวายและฟลอริดาของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศมาเลเซียกระทุถือวาเปนวัชพืชหลักหรือรายแรง (principal or 
noxious weed) มีรายงานการสํารวจเบื้องตนเกี่ยวกับสัตวกินพืชตอพืชชนิดนี้ตั้งแตเดือน
เมษายน 2001 ถึงเดือนพฤษภาคม 2002 เพื่อที่จะรวบรวมขอมูลตางๆ เกี่ยวกับการกระจาย, 
ลักษณะทางชีววิทยา และ การใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ (Winotai et al., 2005)

มีการศึกษาและแยกสารประกอบตางๆ ที่สกัดไดจากกระทุ พบวาเปนสารกลุม 
triterpenoids และ steroids ไดแก lupeol, β-amyrin, β-amyrenonol, betulin, friedelin, alpha-
amyrin และ taraxerol (Hui et al., 1975)  จากนั้นมีการพบสาร triterpenoids สารใหม 2 สาร 
hopenediol และ oleananolides (Hui and Li, 1976) นอกจากนี้สามารถแยกไดสาร tomentosin 
ซึ่งเปนสารในกลุม tannins (Liu et al., 1997)   มีการศึกษาและสามารถ แยกไดสารในกลุม 
tannins จากใบและรากได 4 สาร คือ pedunculangin, casuariin, castalagin และ tomentosin
(Liu et al., 1998) และมีรายงานวาสามารถแยกไดสาร flavone glycosides และ ellagitannin 
จากใบ (Hou et al., 1999) สารสกัดดวยเอทิลอะซีเตตจากใบกระทุสามารถแยกไดสาร 
rhodomyrtone ซึ่งจัดอยูในกลุม acylphloroglucinols (Salni et al., 2002) การศึกษาฤทธิ์ของ
สารสกัดจากใบกระทุตอจุลินทรีย พบวาสาร rhodomyrtone  มีฤทธิ์ในการตาน E. coli และ 
S. aureus ได (Salni et al., 2002; Saising et al. 2008) และการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเอ
ทานอลจากใบกระทุตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค พบวาสารสกัดสามารถยับย้ัง B. cereus, 
E. feacalis, L. monocytogenes, S. flexneri, S. aureus, S. mutans และ S. pyogenes ได 
(Voravuthikunchai et al., 2007)
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4. กลไกการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอแบคทีเรีย
จากการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอแบคทีเรีย มีรายงาน

การศึกษากลไกในการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตาง ๆ ตอเซลลของแบคทีเรียแตกตางกัน 
พบวาสารตานจุลินทรียไปจับที่ผิวของเซลลและสารตานจุลินทรียสามารถซึมผานไปยังตําแหนง
สําคัญของเซลล เชน ทําใหสารตานจุลินทรียไปรบกวนชั้น phospholipid bilayer ของ cell 
membrane สูญเสียสวนประกอบที่อยูในเซลล ทําลายเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสรางพลังงาน
และการสังเคราะหสวนประกอบโครงสรางเซลล ยับยั้งสารพันธุกรรมที่อยูในเซลลได (Kim et al., 
1995; Nychas, 1995)  และมีรายงานการศึกษาพบวาสารตานจุลินทรียสวนใหญสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัมลบ (Lambert et al., 2001; Cimanga et 
al., 2002; Delaquis et al., 2002;Harpaz et al., 2003; Ceylan and Fung, 2004) เนื่องจาก
โครงสรางแบคทีเรียกรัมบวกมีชั้น cell wall มีโปรตีนและไขมันในปริมาณนอย ทําใหสารตานจุลิ
นทรียสามารถทําลายชั้น cell wall และ cytoplasmic membrane ไดงาย ทําให cytoplasm รั่ว
และเกิดการจับรวมกลุม (coagulation) ไดงาย (Kalemba and Kunicka, 2003)  ในขณะที่ cell 
wall ของแบคทีเรียกรัมลบประกอบดวยชั้น outer membrane ที่ซับซอนและมีปริมาณโปรตีน
และไขมันมากกวาในแบคทีเรียกรัมบวกสงผลใหทนตอสารตานจุลินทรียไดดี มีการศึกษากลไก
ในการออกฤทธิ์ของสาร carvacrol และ thymol ตอแบคทีเรียกรัมลบพบวาสารดังกลาวสามารถ
ทําใหชั้น outer membrane เกิดการแตกสลาย ทําใหมีการปลดปลอย lipopolysaccharides และ 
เพิ่มการซึมผานไปยังชั้น cytoplasmic membrane ได (Helander et al., 1998)  และสําหรับ
กลไกในการออกฤทธิ์ของสาร carvacrol  ตอ B. cereus พบวาสาร carvacrol ไปทําปฏิกิริยากับ
ชั้น cell membrane โดยไปละลาย phospholipid bilayer ซึ่งผลักดันใหสาย fatty acid แยกออก
และทําให ion ที่อยูใน  cytoplasm รั่วไหลออก และยับยั้งการเจริญเติบโตในที่สุด (Ultee et al., 
2000) การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารประกอบ cinnamon aldehyde จากน้ํามันหอม
ระเหยอบเชยตอ B. cereus พบวา cytoplasmic membrane ของเซลลไมเกิดการแตกราว
หลังจากทดสอบดวย cinnamon aldehyde แตทําใหเซลลเกิดการแยกตัวกัน (cell separation) 
อยางชัดเจน  (Kwon et al.,2003) มีรายงานการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรีย
ตอการงอกเอนโดสปอร หลังจากทดสอบกับสารตานจุลินทรียที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 6 ชั่วโมง 
พบวา ชั้น spore coat และ exosporium มัวหมอง ขอบเขตไมชัดเจน มีรอยแตก ผิวหยาบ สาร
เหลวในเอนโดสปอรรั่วออกและหยุดทํางาน ทําใหสารตานจุลินทรียสามารถเขาไปทําลายได 
(Huang et al., 2007)  
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5. การประยุกตใชสารตานจุลินทรียในอาหาร
จากการศึกษาการประยุกตใชสารตานจุลินทรียในอาหารโดยวิธีทั้งการเจือจาง

อาหารหรือผสมในอาหาร (Pol et al., 2001; Smith-Palmer et al., 2001) มีรายงานการศึกษา 
พบวาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ตานของสารตานจุลินทรียในอาหาร  สวนใหญ
จําเปนตองใชระดับความเขมขนของสารตานจุลินทรียในอาหารสูงถึงประมาณ 2-100 เทาเมื่อ
เทียบกับความเขมขนที่ใชในหลอดทดลอง (Glass and Johnson 2004) Ultee และ Smid 
(2001)  พบวาสาร carvacrol จาก oreganum  และ thyme ที่ความเขมขน 0.06 mg/ml 
สามารถยับยั้งการรอดชีวิต และการสรางสารพิษของเซลล  B. cereus ในหลอดทดลองได แต
ฤทธิ์ในการยับยั้งการรอดชีวิดและการสรางสารพิษในซุบ โดยที่ความเขมขนของสาร carvacrol 
ในซุบมากกวาในหลอดทดลองถึง 50 เทา  Hernández-Herrero และคณะ (2008) พบวาน้ํามัน
หอมระเหยจากอบเชย และสารประกอบจากอบเชย cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 2 และ 5 
l/100 ml ตามลําดับ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในน้ําแครอทหลังจาก 60 วัน ที่
อุณหภูมิ 12ºC ได   การศึกษาผลของสารตานจุลินทรียของกานพลู อบเชย ไทม และอบเชย
เดือน ตอเชื้อ L. monocytogenes และ S. enteritidis ในเนยแข็ง โดยทดสอบในเนยแข็งที่มี
ปริมาณไขมัน 16% และ 30% พบวาน้ํามันหอมระเหยจากกานพลูและอบเชยมีประสิทธิภาพสูง
ในการยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes ซึงที่ระดับความเขมขน 1% ของสารดังกลาวสามารถทําให
จํานวนเชื้อลดลงถึงนอยกวา 1 log CFU/ml ตั้งแตวันที่ 3 และพบวาเนยแข็งที่มีปริมาณไขมันต่ํา 
(16%) สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญไดเร็วกวาในเนยแข็งที่มีปริมาณไขมันสูง (30%) แต
ในขณะที่เมื่อทดสอบตอเชื้อ S. enteritidis พบวาที่ระดับความเขมขน 1% ของสารสกัดดังกลาว
สามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงถึงนอยกวา 1 log cfu/ml ไดในเนยแข็งทั้งที่มีปริมาณไขมันต่ํา
และสูง (Smith-Palmer et al., 2001) การศึกษาผลของสารประกอบ Allyl isothiocyanate (AIT) 
จากนํ้ามัน mustard และ horseradish ตอเชื้อ E. coli O157:H7 ในเนื้อบด พบวาที่ระดับความ
เขมขน 300 ppm สามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลง 3 log CFU/g ที่อุณหภูมิ 4ºC ตั้งแตวันที่ 15 
และ 4.7 log cfu/g นาน 23 วัน (Muthukumarasamy et al., 2003) Fisher และ Phillips (2006)
ศึกษาผลของสารประกอบ citral และ linalool จากมะนาว สม และมะกรูดฝรั่งตอเชื้อ B. cereus 
นํามาทดสอบโดยใชเปนน้ํายาลางผักกะหล่ําปลีแบบพนไอน้ําพบวา citral, linalool และมะกรูด
ฝรั่งสามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลง 6 log CFU/ml ที่เวลา 8-10 ชั่วโมง สําหรับปจจัยที่ผลตอการ
ออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียขึ้นอยูกัยหลายปจจัยโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อประยุกตใชในอาหาร 
ไดแก ปริมาณน้ําในอาหาร ประเภทและสวนประกอบของอาหาร เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน 
ไขมัน pH ของอาหาร ความเค็มของอาหาร และอุณหภูมิ (Burt 2004; Devlieghere et al., 
2004; Holley and Patel 2005; Ahn et al., 2007; Gutierrez et al., 2008)  ปริมาณน้ําที่นอย
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กวาของอาหารเมื่อเทียบกับอาหารที่ใชในหลอดทดลอง สามารถทําใหประสิทธิภาพของสารตาน
จุลินทรียลดลงในการออกฤทธิ์ไปยังอวัยวะเปาหมายของเซลลแบคทีเรีย (Smith-Palmer et al.,
2001) เชนเดียวกับรายงานการศึกษาของ Gill และคณะ (2002) พบวา โดยสวนใหญอาหารที่มี
สวนประกอบของไขมัน และโปรตีนในปริมาณสูง َๆ  สามารถปกปองเซลลและลดการออกฤทธิ์
ของสารตานจุลินทรียได  มีรายงานการศึกษา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารประกอบกลุม 
polyphenols  จาก carvacrol ตอเชื้อ B. cereus ในนม พบวาโปรตีนในนมมีผลตอประสิทธิภาพ
ในการออกฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus ลดลง (Pol et al. 2001)   และนอกจากนี้การออกฤทธิ์ของสาร
ตานจุลินทรียในอาหารประเภทไขมันจะออกฤทธิ์ไดนอยกวาในอาหารที่ประกอบดวยน้ํา 
เนื่องจากไขมันสามารถปองกันการทําลายเซลลไดดีกวาน้ํา (Mejlholm and Dalgaard, 2002)   
แตในขณะที่ในอาหารพวกคารโบไฮเดรตไมมีผลตอประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย
ของสารตานจุลินทรียเมื่อเทียบกับอาหารประเภทโปรตีนและไขมัน   ซึ่งมีรายงานการศึกษา
พบวาน้ํามันหอมระเหยจากเสจสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อแบคทีเรีย B. cereus, S. aureus, 
S. typhmurium และ Pseudomonas spp. ในขาวไดดีกวาในไกและในอาหารประเภทเนื้อ 
(Shelef et al., 1984)  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษา พบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด
สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในขาวหุงสุกไดทั้งที่อุณหภูมิหอง และอุณหภูมิ 4ºC 
หลังจากเก็บไว 5 และ 15 วัน ตามลําดับ (Jaisai and Lamlertthon, 2007) Gill และคณะ 
(2002) และ Fisher และ Phillips (2006) รายงานวาสวนประกอบของสารอาหารในอาหาร
สามารถซอมแซมเซลลที่เปนอันตรายไดเร็วและดีกวาในหลอดทดลอง  ไมเพียงแตปจจัยภายใน
สวนประกอบของลักษณะอาหารที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรีย ซึ่งปจจัยภายนอก
ของอาหารก็มีผลตอการออกฤทธิ์ไดเชนเดียวกัน เชน อุณหภูมิ  ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย และ 
การบรรจุผลิตภัณฑ เปนตน (Burt, 2004) 
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วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาฤทธิ์เบื้องตนของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ที่แยกได
จากอาหาร โดยวิธี  disc diffusion 

2. เพื่อหาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดหยาบและสารสกัดบริสุทธิ์จากใบกระทุที่
สามารถยับยั้งหรือฆาการเจริญของเชื้อ B. cereus  ที่แยกไดจากอาหาร

3. เพื่อศึกษาฤทธิ์ในการฆาเชื้อของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอร
ของเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร ทั้งในหลอดทดลองและประยุกตในอาหาร 
โดยวิธี time- kill study

4. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสใน
อาหาร  



บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ
1.  แบคทีเรียที่ใชศึกษา

    1.1 เชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus  จํานวน 65 isolate  ที่แยกไดจากอาหาร 
ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข       

    1.2 เชื้อแบคทีเรียที่นํามาทดสอบเปรียบเทียบ ไดแก B.cereus ATCC 11778 
โดยไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

2.  ยาตานจุลินทรีย
2.1  แผนยามาตรฐาน (Oxoid)
2.1.1  Ampicillin 10 µg
2.1.2  Chloramphenicol 10 µg

     2.1.3  Clindamycin  2 µg
2.1.4  Ciprofloxacin 30 µg
2.1.5  Erythromycin  15 µg
2.1.6  Gentamicin  10 µg
2.1.7  Penicillin  10 units
2.1.8  Oxacillin  10 µg
2.1.9  Tetracycline  30 µg 
2.1.10 Vancomycin  30 µg

   2.2  ยาปฏิชีวนะ       
2.2.1  Chloramphenicol
2.2.2  Gentamicin
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3. ใบกระทุ  

4.  อาหารเลี้ยงเชื้อ
    4.1  Brain Heart Infusion broth (BHI) (Difco)
    4.2  Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar (merck)
    4.3  Motility medium (Difco)
    4.4  Mueller-Hinton Agar (MHA) (Difco)  
    4.5  Mueller-Hinton Broth (MHB) (Difco)

        4.6  Nitrate broth (Difco)
    4.7  Nutrient Agar (NA) (Difco)
   4.8  Nutrient broth (NB) (Difco)

       4.9 Trypticase soy- blood agar (Difco)
        4.10 Voges-Proskauer medium (Difco)

5.  สารเคมี
    5.1   Acetic acid
    5.2   Barium sulfate McFarland No. 0.5
    5.3   Dimethylsulfoxide (Sigma)
    5.4   Ethanol (Lab Scan)
    5.5   Gram Stain 
    5.6   Hydrochloric acid
    5.7   Hydrogenperoxide 

         5.8   -Naphthol
         5.9   Potassium hydroxide
         5.10 Spore Stain
         5.11 Sodium chloride (Merck)
         5.12 Sodium Hydroxide
        5.13 Sulfanilic acid

เครื่องมือและอุปกรณ               
1.  Autoclave (Tomy, ES 315)
2.  Balance (Sartorius, BP 210S)
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3.  Beaker (Pyrex)
4.  Centrifuge (Harrier)
5.  Colony counter
6.  Cotton swab
7.  Duran bottle (Duran)
8.  Eppendorf tube
9.  Filter paper disc ขนาด 6 mm (Whatman)
10. Flask
11. Forcep
12. Freeze-dryer
13. Hot air oven (Binder, T410340)
14. Hot plate stirrer (Lab. Companion, HP 3000)
15. Incubators (Heraeus, B 5100E
16. Laminar air flow carbinet (Gelman, BH 143AS)
17. Light microscope (Olympus, CX31RBSFA)
18. Loop
19. Magnesium ribbon
20. Micropipette ขนาด 1-10 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, และ 100-1000 µl 

(Eppendorf)
21. Micropipette tip
22. Microtiter plate flat bottom 96 wells (Corning)
23. Milipore filter membrane ขนาด 0.45 µm 
24. Multichannel micropipette ขนาด 20-200 µl (Finnpipette)
25. pH meter
26. Petri dishes ขนาด 9 cm (Anumbra)
27. Refrigerator (Sanyo)
28. Rotary evaporator
29. Separatory funnel
30. Slides
31. Staining rack
32. Test tube (Pyrex)
33. Vernier caliper (Whale)
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34. Vortex mixer (Vortex Genie 2, G 560E)
35. Water bath (Julabo, TW 20)   

วิธีดําเนินการวิจัย

1.  การบงชี้ลักษณะตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย   (Rhodehamel and Harmon, 2001)
    เชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus ที่แยกไดจากอาหาร จํานวน 65  isolate  และ 
สายพันธุมาตรฐาน B. cereus  ATCC 11778  นํามาเพาะเชื้อบนอาหาร Nutrient Agar (NA) 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน  24 ชั่วโมง จากนั้นเลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ที่มีสีขาวขุน โคโลนีขนาดใหญ 
และผิวหยาบขรุขระ streak ลงบนอาหาร mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar บมที่
อุณหภูมิ 37ºC นาน 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่มีสีเทาหรือสีขาวขุน ทดสอบ lecithinase ให
ผลบวกสังเกตุเห็นวงใสรอบๆ โคโลนี mannitol fermentation ใหผลลบ บนอาหารเลี้ยงเชื้อสี
ชมพู นํามายอมสีกรัม ติดสีแกรมบวก รูปแทงตรง ขนาดใหญ  มี endspore อยูกลางเซลลใสไมติดสี 
และทดสอบทางชีวเคมี ไดแก catalase, citrate, nitrate reduction,  tyrosine decomposition 
และ motility ใหผลบวก ทดสอบ blood haemolysis พบลักษณะเปนวงใสแบบ  β-hemolysis  และ
ทดสอบ indole ใหผลลบ

2.  การสกัดสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 
     นําใบกระทุ มาลางใหสะอาด อบที่อุณหภูมิ 50ºC จนแหง บดสมุนไพรให
ละเอียดชั่งน้ําหนักกอนการสกัด นํามาแชดวย 95 % ethanol 7 วัน (แช 3 ครั้ง) ในอัตราสวน
ของสมุนไพรตอตัวทําละลาย 1:2   เขยาเบา ๆ ทิ้งไว 7 วัน กรองสารละลาย และนําสารละลาย
ระเหยตัวทําละลายออก โดยใชเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 45–55ºC
จนแหง นําสารสกัดที่ไดไปชั่งน้ําหนักและเก็บสารสกัดที่ได ที่อุณหภูมิ 4ºC นํามาคํานวณหา
เปอรเซนตของสารสกัดหยาบที่ได ตามสูตร

% YIELD = น้ําหนักของสมุนไพรที่ไดจากการสกัด    X   100
น้ําหนักของสมุนไพรที่ใชในการสกัด  

3.  การแยกสารสกัดจากใบกระทุเปนสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ (Semi-purified fraction) และ 
สารบริสุทธิ์ (Pure compound)
     ละลายสารสกัดที่ไดจากขอ 2 ดวยเมทานอล แลวทําการแยกสวนที่ไมละลาย
ออกโดยการกรอง นําสวนที่เปนสารละลายมาระเหยใหแหงโดยใช rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 
40-60ºC นําสารสกัดที่ไดมาละลายดวยไดคลอโรมีเทนในปริมาณที่นอยที่สุดที่สามารถละลาย
สารสกัดไดหมด ทํ าการแยกส วนสารสกัดด วยวิ ธี คอลัมน โครมาโตกราฟ  (column 
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chromatography) ใชไดคลอโรมีเทน 100% และอะซีโตน 10-100% เปนตัวชะสารสกัดกึ่ง
บริสุทธิ์ออกจากคอลัมนตามลําดับ ใชไดคลอโรมีเทน 100% เปนเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 
ทําการตรวจสอบสารละลายที่ถูกชะออกมาดวยทินเลเยอรโครมาโตกราฟ (thin layer 
chromatography; TLC) ที่มีซิลิกาเจลเปนเฟสอยูกับที่ (stationary phase) และทําการรวม
สารละลายที่มีลักษณะของจุดสารบนทินเลเยอรโครมาโตกราฟที่คลายกันเขาดวยกัน ใชการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพทําการคัดแยกสาร (bioassay-guided fractionation) จากสารสกัดได
คลอโรมีเทนใหไดสารกึ่งบริสุทธิ์  (semi-purified fraction) และ/หรือสารบริสุทธิ์  (pure 
compound) ใชวิธีการเอกซเทนซีฟ 1 (extensive 1) และ 2ดี เอ็นเอ็มอาร สเปคโทรสโคป (2D 
NMR spectroscopy) และ แมสสเปคโทรสโคป (mass spectroscopy) ทําการวิเคราะหหาสูตร
โครงสรางของสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดี ซึ่งสารบริสุทธิ์นี้ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.
ดร.วิลาวัลย มหาบุษราคัม และคุณอัษฎาวุธ  หิรัญรัตน  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

4.  การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียของยาปฎิชีวนะมาตรฐานและสารสกัดจากสมุนไพร
โดยวิธี Disc diffusion method (CLSI, 2006a)
4.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ

  นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC  นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ  เขี่ยเชื้อ 3-5 โคโลนี  เพาะเลี้ยงใน Mueller-
Hinton Broth (MHB)  บมที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 3-5 ชั่วโมง   ปรับความขุนใหไดเทากับ
สารละลายแบเรียมซัลเฟต Mcfarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl  (ปริมาณเชื้อ 1.5 x108 CFU 
/ml )
4.2  เตรียมสารสกัดที่ใชในการทดสอบ

      ชั่งสารสกัดหยาบ 250 mg  ใสในขวดไรเชื้อ ละลายดวย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 1 ml จะไดสารสกัดที่ความเขมขน  250 mg/ml  เปนความเขมขนที่ใชในการทดลอง  
ตรวจสอบสภาพไรเชื้อของสารสกัด ทําไดโดยนําไป streak บน NA แลวนําไปบมที่ 37ºC เปน 
เวลา 16-18  ชั่วโมง   หากมีเชื้อปนเปอนใหนําไปกรองดวย  membrane filter  ขนาด 0.45 µm  
ที่ทนตอ DMSO  หยดสารสกัด 10 µl   ลงบนแผน disc ไรเชื้อทิ้งไวใหแหง  แลวจึงนําไป
ทดสอบ  สําหรับแผน disc ชุดควบคุมจะใชตัวทําละลายไดแก DMSO  แทนสารสกัด
4.3  การทดสอบกับแผนยาปฎิชีวนะมาตรฐานและแผนสารสกัดจากสมุนไพร
          จุมเชื้อจากขอ 4.1 โดยใช cotton swab เกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหาร Mueller-
Hinton Agar (MHA) 3 แนว ทํามุม 60o วางแผนยาปฎิชีวนะมาตรฐาน ไดแก ampicillin, 
chloramphenicol,  clindamycin, ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, oxacillin, 
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penicillin, tetracycline และ vancomycin  และแผนสารสกัดจากสมุนไพรโดยแตละแผนหางกัน
ประมาณ 15-20  mm.  และหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 mm. บมที่อุณหภูมิ 
37ºC  นาน 16-18 ชั่วโมง  
         ใชสายพันธุมาตรฐาน B. cereus  ATCC 11778 ทําการทดสอบกับยาปฏิชีวนะ
และสารสกัดเพื่อใชเปนตัวควบคุมคุณภาพ
 4.4  การอานผล
          วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) แผนยามาตรฐานและ
แผนสารสกัดจากสมุนไพร โดยใช Vernier  caliper  สําหรับการทดสอบกับแผนยามาตรฐานนํา
คาที่ไดเปรียบเทียบกับคามาตรฐานซึ่งแสดงผลออกมา 3 ลักษณะ ดังนี้

Susceptible    (S) เชื้อมีความไวตอยาตานแบคทีเรีย
Intermediate (I) เชื้อมีความไวปานกลางตอยาที่ทดสอบ
Resistant       (R) เชื้อดื้อยาที่ใชทดสอบ

5.  การทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum 
Bactericidal Concentration (MBC) โดยวิธี broth microdilution   (CLSI, 2006b)
5.1  เตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
          นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ  เขี่ยเชื้อ 3-5 โคโลนี  เพาะเลี้ยงใน MHB  บมที่
อุณหภูมิ 37ºC  นาน 3-5 ชั่วโมง   ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
Mcfarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl  แลวเจือจางตอใหมีเชื้อประมาณ 1.0 X 106 CFU/ml 
ดวย MHB
5.2  การเตรียมสารสกัด
           เตรียมสารสกัดสมุนไพรโดยชั่งสารสกัดหยาบ 10.24 mg ใสในขวดไรเชื้อ 
ละลายดวย 10%  DMSO จะไดสารสกัดที่ความเขมขน  10.24 mg/ml ทําการเจือจางสารสกัด
แบบลําดับสองและไดความเขมขนที่ตองการคือ 10.24-0.02 mg/ml โดยเตรียมใหมีความเขมขน
เปน 10 เทาของความเขมขนสุดทายที่ตองการ (1024-2 g/ml)
5.3  การทดสอบหาคา MIC
          ดูดสารสกัดหยาบ จากขอ 5.2 ใสลงใน microtiter plate แบบ 96 หลุมใหมี
ปริมาตรหลุมละ 20 µl ดูด MHB ใสลงใน microtiter plate หลุมละ 160 µl  ดูดเชื้อจากขอ 5.1 
ใสลงในแตละหลุมหลุมละ 20 µl ผสมใหเขากันบมที่อุณหภูมิ  37ºC นาน 16-20 ชั่วโมง
           การอานผล บันทึกความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่เชื้อแบคทีเรียไมสามารถ
เจริญไดเปนคา MIC
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5.4  การทดสอบหาคา MBC 
          นําแตละหลุมที่ไมมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรียจากการทดสอบหาคา MIC 
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MHA   บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 18-24 ชั่วโมง
          การอานผล บันทึกความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่เชื้อแบคทีเรียไมสามารถ
เจริญไดเปนคา MBC 
          นอกจากนี้ทําการหาคา MIC และ MBC ของยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ไดแก 
chloramphenicol และ gentamicin ดวยวิธีการเดียวกันซึ่งเลือกทดสอบจากยาปฏิชีวนะที่มี
ความไวมากที่สุด (100%) ตอจํานวนเชื้อที่ทดสอบทั้งหมด
         นํามาหาคา MIC50 และ MIC90 ของสารสกัดหยาบและยาปฏิชีวนะ ซึ่ง MIC50 
คือความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได 50% ของสายพันธุที่ทดสอบ สวน MIC90 คือความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได 90% ของสายพันธุที่ทดสอบ

6.  การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรในระหวาง
การงอก เชื้อแบคทีเรีย โดยวิธี Time-kill study (ดัดแปลงจาก Beuchat et al., 1997; 
Citron and Appleman 2006)
6.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
          นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร  NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC  นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ เขี่ยเชื้อมา 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน MHB บมที่
อุณหภูมิ 37ºC  นาน  3-5 ชั่วโมง  ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
McFarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl   แลวเจือจางตอดวย MHB ใหมีเชื้อประมาณ  106

CFU/ml 
6.2  การเตรียมเอนโดสปอรที่ใชทดสอบ
          เตรียม  inocula  โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นาน 24  
ชั่วโมง  เขี่ยโคโลนีของเชื้อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Brain Heart infusion (BHI) บมที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24 ชั่วโมง  จากนั้นถายเชื้อมา  0.1 ml  ใน sporulation  agar  plate โดยเตรียมจาก
อาหาร NA ที่มี MnSO4 0.05 g/l  บมที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 4 วัน จากนั้นนําโคโลนีทํา 
suspension ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ (Beuchat et al., 1997)   และปนที่ 8000  rpm เปนเวลา 10 
นาที ลาง 2 ครั้ง ทํา suspension ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ และตมที่อุณหภูมิ 80ºC  เปนเวลา 10 นาที  
นับจํานวนเอนโดสปอรเปน spore/ml  เก็บที่อุณหภูมิ -70ºC  เมื่อนํามาใชตรวจสอบวาเปน
เอนโดสปอร และปรับ suspension ของเอนโดสปอร ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อใหไดประมาณ 106 
CFU/ml
6.3  การเตรียมสารสกัด
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          เตรียมสารสกัดโดยเตรียมใหมีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขน
สุดทายที่ตองการที่ความเขมขนของ MIC, 2 MIC และ 4 MIC (32-256 g/ml)

6.4  การทดสอบสารสกัดตอเซลล
          ดูดสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 6.3  ใสลงใน NB ที่มีปริมาตร
อยู 4 ml และเติมเชื้อที่เปนเซลล จากขอ 6.1หรือขอ 6.2  500 µl และชุด control ที่ใส 10% 
DMSO  แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  
ดวย NSS  แลวนําแตละ dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 
20 และ 24 ชั่วโมง  บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นาน  24  ชั่วโมง
6.5 การทดสอบสารสกัดตอเอนโดสปอร

ดูดสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 6.3  ใสลงใน NB และน้ํากลั่นไร
เชื้อที่มีปริมาตรอยู 4 ml เติมเอนโดสปอรจากขอ 6.2 500 µl และชุด control ที่ใส 10% DMSO  
แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  ดวย
NSS  แลวนําแตละ dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 30, 60, 90, 120, 180, 
240, 300  และ 360 นาที (สําหรับเอนโดสปอรที่เพาะใน NB) และ ณ เวลาที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 
และ 7 วัน(สําหรับเอนโดสปอรที่เพาะใน น้ํากลั่นไรเชื้อ) บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นาน  24  ชั่วโมง
         ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา     

7.  การทดสอบผลการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอร 
นํา  suspension ของเอนโดสปอรจากขอ 6.2 ดูดใสหลอดไรเชื้อ 2.5 ml เติมน้ํา

กลั่นไรเชื้อปริมาตร 2 ml และเติมสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 6.3 และชุด 
control ที่ใส 10% DMSO  แทนสารสกัด นําไปบมที่ระดับอุณหภูมิตาง ๆ คือ 50,  60, 70, 80 
และ 90ºC นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  ดวย NSS  แลวนําแตละ 
dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105  และ 120 นาที 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน  24  ชั่วโมง 

ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา

8.  การทดสอบผลการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอร 
หลังจากใหความรอนที่อุณหภูมิ 80ºC 
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นํา  suspension ของเอนโดสปอรจากขอ 6.2 ดูดใสหลอดไรเชื้อ 2.5 ml เติมน้ํา
กลั่นไรเชื้อปริมาตร 2 ml  นําไปตมที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที ทําใหเย็นลงอยาง
รวดเร็ว  และเติมสารสกัดแตละความเขมขน 500 µlจากขอ 6.3  และชุด control ที่ใส 10% 
DMSO  แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  
ดวย NSS  แลวนําแตละ dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 15, 30, 60, 90, 
120, 180, 240, 300  และ 360 นาที บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 24  ชั่วโมง 
           ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา  

9.  การทดสอบผลความคงตัวของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B.cereus ที่ระดับ pH 
ตางๆ  (de Carvalho et al., 2007)
9.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
           นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร  NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24  ชั่วโมง  ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ เขี่ยเชื้อมา 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน MHB บมที่
อุณหภูมิ 37ºC   นาน  3-5 ชั่วโมง  ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
McFarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl   แลวเจือจางตอใหมีเชื้อประมาณ  106 CFU/ml ดวย 
MHB
9.2  การทดสอบสารสกัดตอเชื้อที่ระดับ pH ตาง ๆ
           ดูดสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 8.2 ดูด NB ที่ปรับ pH ตั้งแต 4, 
4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5  และ 9.0 ปริมาตร 4ml และเติมเชื้อจากขอ 9.1
ปริมาตร 500 µl  และชุด control ที่ใส 10% DMSO  แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 12  
ชั่วโมง  นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  ดวย NSS  แลวนําแตละ dilution
มา spread  บนอาหาร บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 24  ชั่วโมง 
            ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา  

10.  การทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและการงอกเอนโดสปอรใน
อาหาร   (Grande et al., 2006)
10.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
           นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร  NA   บมที่อุณหภูมิ 
35oC นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ  เขี่ยเชื้อมา 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน NB บมที่
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อุณหภูมิ 35oC นาน  24 และ 48  ชั่วโมง  ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
McFarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl   แลวเจือจางตอใหมีเชื้อประมาณ  106 CFU/ml ดวย 

10.2  การเตรียมสารสกัด
           เตรียมสารสกัดโดยเตรียมใหมีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขน
สุดทายที่ตองการที่ความเขมขนของ MIC, 2MIC, 4MIC, 8MIC, 16MIC และ 32MIC (32-1024 
g/ml)
10.3  การเตรียมตัวอยางอาหาร
           อาหารที่ใชไดแก  ขาวตมสําเร็จรูป (Knorr, Unilever Thai Trading, Bangkok, 
Thailand) และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภค (Roza, Hi-Q Food Products, 
Samutprakan, Thailand)  โดยชั่งผงขาวตม 20 g ผสมดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ 200 ml (เจือจาง 
1:10) ตม 2-3 นาทีตั้งไวที่อุณหภูมิหองใหเย็น และสําหรับสเต็กปลาทูนากระปองนํามาเจือจาง
เปน 2 เทา ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อผสมใหเขากันดวยเครื่อง stomacher 5 นาที ทําการตรวจยืนยัน
การปนเปอนของเชื้อกอนทดสอบ โดยนํามาทํา dilution ดวย NSS แลวนําแตละ dilution มา
ตรวจวิเคราะหดวยวิธี spread plate บนอาหาร NA 
10.4 การทดสอบสารสกัดตอเซลลและเอนโดสปอรในอาหาร 
            เติมสารสกัดแตละความเขมขน จากขอ 9.3 ปริมาตร 500 µl และหลอดควบคุม
ที่ใส 10% DMSO  แทนสารสกัด ใสลงในหลอด ที่มีขาวตม และสเต็กปลาทูนากระปองปริมาตร
4 ml    และดูด suspensions ของเอนโดสปอรหรือเซลล 500 µl  จากขอ 9.1 และ 9.2 หลังจาก
นั้นนําหลอดทั้งหมดบมที่อุณหภูมิ 35oC และ 6oC โดยที่อุณหภูมิ 35oC นับจํานวนเอนโดสปอร
และเซลลที่เหลือรอด ณ เวลาที่ 0, 6, 12, 24 ชั่วโมงและที่อุณหภูมิ 6oC ทุกวันเปนเวลา 7 วัน 
การนับจํานวนเอนโดสปอรและเซลลที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution ดวย NSS  แลวนําแตละ 
dilution มา spread  บนอาหาร NA นํามาบมที่อุณหภูมิ 35oC  นาน  24  ชั่วโมง  
           ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี คํานวณเปน 
CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/g) กับเวลา  



บทที่ 3

ผลการวิจัย

1.  ผลการบงชี้ลักษณะตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย
     การบงชี้ลักษณะจากตัวอยางเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากอาหาร 65 isolates มา
ทดสอบ mannitol fermentation, lecithinase activity, catalase, blood haemolysis, nitrate 
reduction, motility, indole production ยอมสีกรัม และยอมสีเอนโดสปอร พบวาเชื้อ  B. cereus 
ที่แยกไดคือ ทดสอบ mannitol fermentation บนอาหาร MYP agar และ indole production 
ใหผลลบคิดเปน 100% ทดสอบ lecithinase activity, blood haemolysis และ catalase ให
ผลบวกคิดเปน 100% นอกจากนี้ทดสอบ tyrosine decomposition, nitrate reduction และ 
motility ใหผลบวกคิดเปน 98.46%  92.31% และ 86.15% ตามลําดับ นํามายอมสีกรัม ติดสี
กรัมบวก รูปแทงตรง ขนาดใหญ  มี endspore อยูกลางเซลลใสไมติดสี เมื่อยอมสีเอนโดสปอร เอน
โดสปอรติดสีเขียว รูปรี อยูกลางเซลล ติดสีแดง 

2.  ผลการสกัดสารสกัดหยาบจากใบกระทุและสารสกัดบริสุทธิ์
     การสกัดสารจากใบกระทุดวยเอทานอล 95% ในอัตราสวนของสมุนไพรตอตัว
ทําละลาย 1:2 พบวา สารสกัดหยาบที่ไดมีลักษณะหนืด สีเขียวเขม คํานวณเปอรเซ็นตของสาร
สกัดหยาบที่ไดมีคาเทากับ 8.15%  และสารสกัดบริสุทธิ์ที่ไดคือสาร rhodomyrtone มีคาเทากับ 
0.0011%   

3.  ผลการทดสอบความไวตอยาปฎิชีวนะมาตรฐานและสารสกัดหยาบจากสมุนไพรโดย
วิธี Disc Diffusion 
3.1  ยาปฏิชีวนะ
          การทดสอบรูปแบบความไวตอยาปฏิชีวนะมาตรฐานของเชื้อ B. cereus ที่แยก
ไดจากอาหารและสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 2 
พบวาเชื้อที่แยกไดจากอาหารไวตอยา chloramphenicol และ gentamicin คิดเปน 100%  และ
ไวตอยา vancomycin, ciprofloxacin, erythromycin, clindamycin และ tetracycline คิดเปน 
93.85%, 90.77%, 81.54%, 78.48% และ 69.23% ตามลําดับ ไวปานกลางตอยา clindamycin, 
tetracycline, erythromycin, ciprofloxacin และ vancomycin คิดเปน 21.54%, 16.92%, 
15.38%, 9.23% และ 6.15% ตามลําดับ  และดื้อตอยา ampicillin, oxacillin  และ penicillin คิด
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เปน 100% นอกจากนี้ดื้อตอยา  tetracycline และ erythromycin คิดเปน 13.85% และ 3.08% 
ตามลําดับ  

ตารางที่ 2   รูปแบบความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ Bacillus cereus ที่แยกไดจากอาหาร 
(จํานวน 65 isolate)  

ยาปฏิชีวนะ ความเขมขน
(µg)

Susceptible Intermediate Resistant

Gentamicin 10      65 (100%)       0        0

Ampicillin 10        0       0    65 (100%)

Penicillin 10        0       0     65 (100%)

Oxacillin  1        0       0     65 (100%)

Vancomycin 30      61 (93.85%)     4 (6.15%)        0

Erythromycin 15      53 (81.54%)    10 (15.83%)       2 (3.08%)

Ciprofloxacin  5      59 (90.77%)       6 (9.23%)        0

Tetracycline 30      45 (69.23%)    11 (16.92%)      9 (13.85%)

Chloramphenicol 10      65 (100%)       0        0

Clindamycin  2      51 (78.46%)    14 (21.54%)        0

เชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไวตอยา chloramphenicol, clindamycin, 
ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, tetracycline และ vancomycin และดื้อตอยา
ampicillin, oxacillin และ penicillin
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ตารางที่ 3  ฤทธิ์ตานแบคทีเรียเบื้องตนของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ Bacillus cereus 

Inhibition zone (mm) Numbers of isolates (%)
(n=65)

10.00-12.00   29 (44.62%)
12.01-14.00   23 (35.38%)

14.01-16.00   12 (18.46%)

16.01-18.00  1 (1.54%)

ขนาดเสนผานศูนยกลาง Inhibition zone ของ B. cereus ATCC 11778 เทากับ 14.350.14 
mm
3.2  สารสกัดหยาบจากใบกระทุ
              จากการทดสอบเมื่อนําแผน disc ที่มีสารสกัดหยาบจากใบกระทุที่สกัดดวย 
95% ethanol ที่ความเขมขน 2.5 mg/disc มาทดสอบฤทธิ์เบื้องตนในการตานแบคทีเรียไดผล
ดังแสดงในตารางที่ 3 พบวาสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อที่แยกไดทุกสายพันธุ โดยมีคาเสนผาน
ศูนยกลางวงใส (inhibition zone) สวนใหญมีคาอยูในชวง 10-12 mm และ 12.01-14.00 mm 
คิดเปน 44.62% และ 35.38% ตามลําดับ ขนาดเสนผานศูนยกลาง inhibition zone เฉลี่ยของ
เชื้อเทากับ 12.77  0.89 และเมื่อทดสอบกับเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 
มีคาเสนผานศูนยกลาง inhibition zone เทากับ 14.35  0.14 mm.

4.  ผลการทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum 
Bactericidal Concentration (MBC) ของยาปฏิชีวนะมาตรฐานและสารสกัดจากสมุนไพร
โดยวิธี broth microdilution
4.1  ยาปฏิชีวนะ
           เลือกทดสอบหาคา MIC ของยาปฏิชีวนะใชสําหรับควบคุมคุณภาพ 2 ชนิด
ไดแก ยา chloramphenicol และ gentamicin ตอเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหารและสาย
พันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4 พบวา ยา 
chloramphenicol ตอเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร คา MIC อยูในชวง 2-8 µg/ml โดยคา 
MIC50 และ MIC90 มีคาเทากับ 4 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 16-512 µg/ml   สวนยา 
gentamicin มีคา MIC อยูในชวง 1-4 µg/ml มีคา MIC50 และ MIC90 คือ 1 และ 2 µg/ml 
ตามลําดับ และคา MBC อยูในชวง 16-64 µg/ml   จากผลการทดลองนี้จะเห็นไดวา คา MIC50 
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และ MIC90 ของยาทั้ง 2 ชนิดคือ  chloramphenicol และ gentamicin ต่ํากวา คา MIC 
breakpoint   เมื่อทดสอบกับเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 คา MIC และ
MBC ของยา chloramphenicol เทากับ 2 µg/ml และ 256 µg/ml ตามลําดับ ในขณะที่ยา
gentamicin มีคา MIC และ MBC เทากับ 1 µg/ml และ 32 µg/ml ตามลําดับ  
4.2  สารสกัดหยาบจากใบกระทุ
           คา MIC ของสารสกัดที่ใชทดสอบไดผลแสดงในตารางที่ 4 พบวาเมื่อทดสอบ
สารสกัดตอเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร คา MIC อยูในชวง 16-64 µg/ml มีคา MIC50

และ MIC90 เทากับ 32 µg/ml และ 64 µg/ml ตามลําดับคา MBC อยูในชวง 32-256 µg/ml  สวน
คา MIC และ MBC ของสารสกัดตอเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 เทากับ 32
และ 64 µg/ml ตามลําดับ

ตารางที่ 4  คา Minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal 
concentration (MBC) ของยาปฏิชีวนะและสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเชื้อ Bacillus cereus 

MIC (g/ml)
(n=65)

B. cereus ATCC 
11778

Antibacterial agents

Range MIC50 MIC90

MBC 
(g/ml)

(n=65) MIC MBC
สารสกัดหยาบจากใบกระทุ 16-64 32 64 32-256 32 64
Chloramphenicol   2-8 4 4 16-512 2 256
Gentamicin 1-4 1 2  16-64  1 32

4.3  สารสกัดบริสุทธิ์
           สารบริสุทธิ์ที่ไดจากสารสกัดหยาบจากใบกระทุคือ rhodomyrtone มาทดสอบ
ฤทธิ์ของสารตอเชื้อ B. cereus 4 สายพันธุ คือ NPRC 203, NPRC 205, NPRC 235 และ 
NPRC 247 นอกจากนี้ทําการทดสอบกับ B. cereus ATCC 11778 คา MIC และ MBC ไดผลดัง
ตารางที่ 5 พบวาคา MIC ของสารสกัดบริสุทธิ์ คือ 0.5 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 2-8
µg/ml ในขณะทีคา MIC และ MBC ตอเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 มีคา
เทากับ 0.5 µg/ml และ 4 µg/ml ตามลําดับ
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ตารางที่ 5  คา Minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal 
concentration (MBC) ของสารสกัดบริสุทธิ์ Rhodomyrtone ตอเชื้อ Bacillus cereus 

Isolates MIC (g/ml) MBC (g/ml)

NPRC 203 0.5 4

NPRC 205 0.5 4

NPRC 235 0.5 8

NPRC 247 0.5 2

B. cereus ATCC 11778 0.5 4
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5.  ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของเชื้อ
แบคทีเรียในหลอดทดลอง โดยวิธี time-kill study
      จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของ
เชื้อ B. cereus โดยวิธี time-kill study ไดผลดังแสดงในรูปที่ 3 และรูปที่ 4 ตามลําดับ ซึ่งเลือก
ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบตอเชื้อ B. cereus 4 isolates จากตัวอยางเชื้อที่แยกไดจาก
อาหารของอาหารแตละชนิด และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778    พบวารูปแบบ
ของการรอดชีวิตของเชื้อในสภาวะที่เปนเซลลและการงอกเอนโดสปอรไมแตกตางกัน เมื่อความ
เขมขนของสารสกัดเพิ่มขึ้นความสามารถในการยับยั้งเชื้อหรือฆาเชื้อเพิ่มขึ้นดวย ผลของสาร
สกัดตอการอยูรอดของเซลลที่เพาะเลี้ยงใน NB พบวาการรอดชีวิตของเชื้อในชุดควบคุมนั้น
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ สูงถึง 8-9 log CFU/ml ภายในเวลา 24 ชั่วโมง สวนที่ความเขมขน MIC
(32g/ml) สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ เมื่อทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน 2MIC และ 4MIC โดยสวนใหญจํานวนเชื้อลดลงเมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนอยาง
นอยที่สุด 3 log CFU/ml ภายในเวลา 6-24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 4MIC สารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อ
ไดทั้งหมดภายในเวลา16-20 ชั่วโมง สําหรับสายพันธุ NPRC 203 (รูปที่ 3A), NPRC 205 (รูปที่ 
3B), NPRC 247 (รูปที่3D) และยกเวน NPRC 235 (รูปที่ 3C) สารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมด
ที่เวลา 24 ชั่วโมง ในขณะที่สายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 (รูปที่ 3E) สารสกัดมี
ฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมดภายในเวลา 12 ชั่วโมง
     ผลของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอการงอกเอนโดสปอรของเชื้อ B. cereus ที่

เพาะเลี้ยงใน NB ดังรูปที่ 4 พบวาการรอดชีวิตของเชื้อในชุดควบคุมนั้นเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ สูงถึง 8 
log CFU/ml ภายในเวลา 360 นาที  ที่ความเขมขน MIC สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเอนโดสปอรได
ทุกสายพันธุที่ทดสอบเชนเดียวกับการอยูรอดของเซลล แตใชเวลาในการยั้บยั้งไดเร็วกวา  และ
สารสกัดที่ความเขมขน 4MIC สามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 3 log CFU/ml เมื่อ
เทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนชุดควบคุมภายในเวลา 150-270 นาที และสารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อได
ทั้งหมดที่เวลา 240 นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 203 (รูปที่ 4A) และ NPRC 205 (รูปที่ 4B) ที่
เวลา 300 นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 247 (รูปที่ 4D) และที่เวลา 330 สําหรับสายพันธุ 
NPRC 235 (รูปที่ 4C) ในขณะที่สายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 (รูปที่ 4E) สาร
สกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมดภายในเวลา 180 นาท ี 
      และเมื่อทดสอบผลของสารสกัดจากใบกระทุตอเอนโดสปอรของเชื้อ B. cereus 
ที่เพาะเลี้ยงในน้ํากลั่นไรเชื้อ ดังแสดงในรูปที่ 5 (A-E) พบวาที่ความเขมขน MIC, 2MIC, 4MIC, 
8MIC และ16MIC สารสกัดไมมีผลตอการอยูรอดของจํานวนเอนโดสปอรทุกสายพันธุที่ทดสอบ
เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตน
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รูปที่ 3 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงใน NB   สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247
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(D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC ()
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รูปที่ 4 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus 
ที่เพาะเลี้ยงใน NB สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247
(D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC ()
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รูปที่ 5 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ใน
น้ํากลั่นไรเชื้อ สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) 
และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (□) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน MIC (■) 2MIC (░) 4MIC (   ) 8MIC (    ) และ 16MIC ()
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6.  ผลการทดสอบการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอร 
จากการศึกษาผลของการใชอุณหภูมิและสารสกัดรวมกันตอเอนโดสปอรของ

เชื้อ B. cereus โดยวิธี time-kill study ซึ่งใชระดับอุณหภูมิตาง ๆ คือ 50, 60, 70, 80 และ 90ºC 
ทดสอบกับสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ดังรูปที่ 6 พบวาที่อุณหภูมิ 50, 60 และ 
70ºC สารสกัดไมมีผลตอการอยูรอดของจํานวนเอนโดสปอรทุกระดับความเขมขนเมื่อเทียบกับ
ปริมาณเชื้อเริ่มตนในขณะที่อุณหภูมิ 80ºC และ 90ºC สารสกัดมีผลในการเสริมฤทธิ์ตานเอนโด
สปอรไดดีกวาการใชอุณหภูมิเพียงอยางเดียว ที่ความเขมขน 4MIC สามารถทําใหการอยูรอด
ของเจํานวนเอนโดสปอรลดลงอยางนอยที่สุด 3 log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตน
ภายในเวลา 60 และ 45 นาที ตามลําดับ

7.  ผลของการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเอนโดสปอรหลังจากผานความรอนที่ 
อุณหภูมิ 80ºC
     จากผลของการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเอนโดสปอรหลังจากผานความ
รอนที่ อุณหภูมิ 80ºC โดยเลือกทดสอบตัวอยางเชื้อที่แยกไดจากอาหารของแตละชนิด 4
isolates และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังรูปที่ 7 เมื่อเลือกทดสอบที่
อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที นํามายอมสีกรัมของเอนโดสปอร พบวาเอนโดสปอรเริ่มติดสี
กรัมซึ่งแสดงใหเห็นวาเอนโดสปอรเริ่มมีการสูญเสียสภาวะเอนโดสปอรเกิดขึ้นดังรูปที่ 8   และ
เมื่อเติมสารสกัดแตละระดับความเขมขน พบวาที่ความเขมขน 4MIC สามารถทําใหการอยูรอด
ของจํานวนเอนโดสปอรลดลงอยางนอยที่สุด 2log CFU/ml เมื่อเทียบกับเชื้อเริ่มตน ที่เวลา 210 
นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 235 (รูปที่ 7C) ที่เวลา 240 นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 205 
(รูปที่ 7B) และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 (รูปที่ 7E)  ที่เวลา 300 นาที 
สําหรับสายพันธุ NPRC 247 (รูปที ่7D) และที่เวลา 360 นาที สายพันธุ NPRC 203 (รูปที ่7A)  
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รูปที่ 6 ผลของการทดสอบสารสกัดจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอการอยูรอดของเอนโด
สปอรของเชื้อ Bacillus cereus ATCC 11778 ในน้ํากลั่นไรเชื้อ ที่ระดับอุณหภูมิ 50°C (A), 
60°C (B), 70°C (C), 80°C (D) และ 90°C (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัด
ที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC ()
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รูปที่  7  ผลของการทดสอบสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ 
Bacillus cereus ในน้ํากลั่นไรเชื้อ หลังจากผานอุณหภูมิ 80°C เปนเวลา 15 นาที สายพันธุ 
NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 

D

0

2

4

6

8

10

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Time (min)

Lo
g 

CF
U/

ml

E

0

2

4

6

8

10

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Time (min)

Lo
g 

CF
U/

m
l

A

0

2

4

6

8

10

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Time (min)

Lo
g 

CF
U/

m
l

B

0

2

4

6

8

10

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Time (min)

Lo
g 

CF
U/

m
l

C

0

2

4

6

8

10

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Time (min)

Lo
g C

FU
/m

l
D



45

11778 (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) 
และ4MIC ()
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รูปที่ 8 ผลของการติดสีกรัมของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus หลังจากทดสอบที่
อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), 
NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E)
8.  ผลการทดสอบความคงตัวของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ที่ระดับ 
pH ตางๆ   

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus โดยปรับระดับ 
pH ตาง ๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อ (NB) (pH 4-9) โดยเลือกทดสอบจากตัวอยางเชื้อที่แยกไดจาก
อาหาร 4 isolates และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังแสดงในรูปที่ 9
รูปแบบของการรอดชีวิตของเชื้อหลังจากทดสอบสารสกัด 12 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 2MIC และ 
4MIC พบวา สารสกัดมีความคงตัวในการออกฤทธิ์ยับยั้งหรือฆาเชื้อ B. cereus ไดทุกระดับ pH 
ที่ทดสอบ โดยสวนใหญสารสกัดสามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 2 log CFU/ml
เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนของทุกสายพันธุที่ทดสอบ
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รูปที่ 9 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ Bacillus cereus ที่ระดับ pH ตาง ๆ หลังจากบม 12 
ชั่วโมง สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ
B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (■) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน
MIC (    ), 2MIC (   ) และ 4MIC (□)
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9.  ผลการทดสอบสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของเชื้อ
B. cereus ในขาวตมสําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภค

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรที่
งอกของเชื้อ B. cereus ในขาวตมสําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภคปริมาณเชื้อ
สุดทาย 105 CFU/ml ที่อุณหภูมิ 6ºC และ 37ºC โดยวิธี time-kill study ซึ่งเลือกทดสอบจาก
ตัวอยางเชื้อที่แยกไดจากอาหาร 4 isolates และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778  
พบวา ที่อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดออกฤทธิ์ยับยั้งไดดีกวาที่อุณหภูมิ 6ºC  สําหรับที่อุณหภูมิ 
37ºC ผลของสารสกัดตอการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ B. cereus ใน
ขาวตมสําเร็จรูปดังรูปที่ 10 -11 และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภคดังรูปที่ 12-13 ไม
แตกตางกัน  พบวาการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกในชุดควบคุมนั้นเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ 
สูงถึง 8-9 log CFU/ml ภายในเวลา 24 ชั่วโมง สารสกัดที่ความเขมขน 8 MIC (256 g/ml) และ
16 MIC (512 g/ml) มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ  
ที่ความเขมขน 32 MIC (1024 g/ml) สารสกัดสามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 2
log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนภายในเวลา 12 ชั่วโมง ตามลําดับในขณะที่ ที่
อุณหภูมิ 6°C สารสกัดแสดงการออกฤทธิ์ตอการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของ
เชื้อ B. cereus ในขาวตมสําเร็จรูปดังรูปที่ 14-15 และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภคดังรูป
ที่ 16-17 พบวาการรอดชีวิตของเชื้อในชุดควบคุมมีปริมาณคงที่ และที่ความเขมขน 32 MIC 
สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ  โดยสามารถ
ทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 2 log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนภายที่เวลา 
5-7 วัน
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รูปที่ 10 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
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หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ MIC (▲), 2MIC (●) 4MIC () 8MIC () 16MIC () 
และ 32MIC ()
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รูปที่ 11  ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus 
ที่เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205
(B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 12  ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205
(B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 13 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205
(B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ 4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 14 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 15 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (day)

Lo
g 

CF
U/

g

E

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (day)

Lo
g 

CF
U/

g

C

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (day)

Lo
g 

C
FU

/g

A

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (day)

Lo
g 

C
FU

/g

B

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (day)

Lo
g 

CF
U/

g

 D



56

    

                         
     

                                                   

  
                                                                   

รูปที่ 16 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus 
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
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หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()

  

                                    

รูปที่ 17  ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
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NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()



บทที่ 4

วิจารณผลการทดลอง

ในกระบวนการผลิตอาหารระดับอุตสาหกรรมไดมีการเติมสารเคมีสังเคราะห 
ฮอรโมน และยาปฎิชีวนะ ตาง ๆ ลงไปในอาหารเพื่อควบคุมและกําจัดแบคทีเรียกอโรค ซึ่งการ
ใชยาปฎิชีวนะทั้งในคนและในอาหารสัตวนั้นพบวาเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยาปฎิชีวนะเพิ่มมากขึ้น 
ทําใหสามารถเกิดการกระจายและถายทอดการดื้อยาสูมนุษยไดงาย (Schlegelova et al., 2003; 
Lateef et al., 2005) ตลอดจนสงผลกระทบไปทั่วโลกทั้งตอสุขภาพและเศรษฐกิจ ปจจุบันนี้มี
งานวิจัยหลายงานที่แสดงใหเห็นวาเชื้อ B. cereus มีการดื้อตอยาปฏิชีวนะที่ใชกันอยูอยาง
กวางขวาง ไดแก ยากลุม beta-lactams, erythromycin, tetracyclines, และกลุมอื่นๆ (Jensen
et al., 2001; Turmbull et al., 2004; Luna et  al.,  2007) ในการศึกษาครั้งนี้ พบวาเชื้อ B. 
cereus ดื้อตอยากลุม beta-lactams คิดเปน 100% นอกจากนี้ดื้อตอยา  tetracycline และ
erythromycin คิดเปน 13.85% และ 3.08% ตามลําดับ เนื่องจากเชื้อ B. cereus ดื้อตอยา
ปฏิชีวนะเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นมีนักวิจัยจํานวนมากจึงไดพยายามหาวิธีตางๆ เพื่อใชเปนทางเลือก
ในการกําจัด ควบคุม และลดการระบาดของแบคทีเรียกอโรคระบบทางเดินอาหาร จาก
การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเบื้องตนของสารสกัดหยาบจากใบกระทุที่สกัดดวย 95% ethanol ตอ
เชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร ดวยวิธี disc diffusion พบวาสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อที่แยก
ไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ   สารตานจุลินทรียที่ไดจากธรรมชาติโดยเฉพาะอยางยิ่งจากพืชมี
การศึกษาอยางกวางขวาง ซึ่งสารสกัดจากพืชมีฤทธิ์ในการตานจุลินทรียโดยตรงไมวาจะเปน
ฤทธิ์ฆา (cidal) หรือยับยั้ง (static) ซึ่งขณะนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดจากใบ
กระทุตอเชื้อจุลินทรียนอยมาก จากผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus
ในครั้งนี้ พบวาคา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบอยูในชวง 16-64 µg/ml และ 32-256
µg/ml ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรีย ของสารสกัดดวย 80% 
แอลกอฮอล  และ อะซิโตน จากพืชที่รับประทานได (edible plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  จาก
ประเทศจีน  ญี่ปุน  ไทย และเยเมน ตอเชื้อ B.cereus, S.aureus, L. monocytogenes,  E. coli  
และ Salmonella infantis  พบวา มีพืช 6 ชนิด ที่สามารถยับยั้งเชื้อ B.cereus  คือ สะเดา
(Azadirachta indica), อบเชยจีน (Cinnamomum cassia), ผักกาดสม (Rumex nervosus), อี
หรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum และขิง (Zingiber officinale)  ที่คา MIC อยู
ในชวง 165-660  mg/l (Alzoreky and Nakahara, 2003)

จากการทดลองนี้พบวาสารสกัดบริสุทธิ์ที่แยกไดคือ rhodomyrtone และมีฤทธิ์ดี
ในการตานเชื้อ B. cereus โดยมีคา MIC คือ 0.5 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 2-8 µg/ml เปน
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ที่นาสนใจวาสาร rhodomyrtone ที่แยกไดจากใบกระทุในครั้งนี้มีประสิทธิภาพสูงในการตานเชื้อ
B. cereus ซึ่งคาที่ไดนี้ใกลเคียงกับคา MIC ของยา chloramphenicol และ gentamicin มาก จะ
เห็นวา คา MIC ของสาร rhodomyrtone นอยกวา คา MIC ของยา chloramphenicol และ
gentamicin ประมาณ 2-8 เทา  และเมื่อเทียบคา MIC ของสาร rhodomyrtone กับคา MIC ของ
สารสกัดหยาบตอเชื้อ B. cereus คือ คา MIC ของสาร rhodomyrtone นอยกวา คา MIC ของ
สารสกัดหยาบประมาณ 128 เทา   ซึ่งสาร rhodomyrtone เปนสารในกลุม acylphlorogucinols 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Salni et al., 2002  พบวากลไกในการออกฤทธิ์ตอจุลินทรียของสาร
กลุมนี้ยังไมมีรายงานแนชัดแตจากผลการศึกษาครั้งนี้คิดวาสารกลุมนี้นาจะมีฤทธิ์ฆา (cidal) 
มากกวายับยั้ง (static) เนื่องจากคา MBC เทากับ MIC หรือแตกตางกันไมเกิน 4 เทา (Lorian, 
1996) นอกจากสารในกลุม acylphloroglucinols ที่พบในพืชกลุมนี้แลวมีรายงานการคนพบสาร
กลุมอื่นกอนหนานี้ ไดแก triterpenoids (Hui et al.,1975; Hui and Li, 1976), tannins (Ai et 
al., 1997; Hou et al., 1998), ellagitannin และ flavone glycoside (Hou et al.,1999) ซึ่งสาร
เหลานี้มีกลไกการออกฤทธิ์ตอเซลลจุลินทรียแตกตางกันไป  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษา 
พบวาสารสกัดดวย ethyl acetate จากใบกระทุสามารถแยกไดสาร rhodomyrtone ที่จัดอยูใน
กลุม acylphloroglucinols มีฤทธิ์ในการตาน E. coli และ S. aureus (Salni et al., 2002; 
Saising et al., 2008) นอกจากนี้การศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของสารในกลุม triterpenoids ที่
สกัดดวย ethyl acetate ของ Nympoides cristatum  พบวาสารในกลุม triterpenoids มีฤทธิ์
ยับยั้งเชื้อ B. cereus,  ที่คา MIC เทากับ 64 µg/ml  ตามลําดับ (Rahaman et al., 2002)   

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของ
เชื้อ B. cereus โดยวิธี time-kill study พบวารูปแบบของการรอดชีวิตของเชื้อในสภาวะที่เปน
เซลลและการงอกเอนโดสปอรไมแตกตางกัน เมื่อความเขมขนของสารสกัดเพิ่มขึ้นความสามารถ
ในการยับยั้งเชื้อหรือฆาเชื้อเพิ่มขึ้นดวย ผลของสารสกัดตอการอยูรอดของเซลลและการงอกเอน
โดสปอรในหลอดทดลอง (เพาะเลี้ยงใน NB) พบวาสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อไดทุกสาย
พันธุที่ทดสอบ เมื่อทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน 2MIC และ 4MIC โดยสวนใหญจํานวน
เชื้อลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมอยางนอยที่สุด 3 log CFU/ml ภายในเวลา 6-8 ชั่งโมง ที่ความ
เขมขน 4MIC สารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมดภายในเวลา 16-24 ชั่วโมง  อยางไรก็ตามมี
รายงานวาสารตานจุลินทรียสวนใหญออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัม
ลบ เนื่องจาก cell wall ของแบคทีเรียกรัมลบประกอบดวยชั้น outer membrane ที่ซับซอนและ
มีปริมาณโปรตีนและไขมันมากกวาในแบคทีเรียกรัมบวก  สงผลใหทนตอสารตานจุลินทรียไดดี 
ซึ่งในแบคทีเรียกรัมบวกนั้นสารตานจุลินทรียสามารถทําลายชั้น cell wall และ cytoplasmic 
membrane ทําให cytoplasm รั่วและเกิดการจับรวมกลุม (coagulation) ไดงาย (Kalemba and 
Kunicka, 2003)  มีรายงานการศึกษากลไกในการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอเซลล
แบคทีเรียแตกตางกัน พบวาสารตานจุลินทรียไปจับที่ผิวของเซลลและสารตานจุลินทรียสามารถ
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ซึมผานไปยังตําแหนงสําคัญของเซลล เชน ทําใหสารตานจุลินทรียไปรบกวนชั้น phospholipid 
bilayer ของ cell membrane สูญเสียสวนประกอบที่อยูในเซลล ทําลายเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
การสรางพลังงานและการสังเคราะหสวนประกอบโครงสรางเซลล ยับยั้งสารพันธุกรรมที่อยูใน
เซลลได (Kim et al., 1995; Nychas, 1995)  ในขณะที่การออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอการ
งอกเอนโดสปอร พบวาหลังจากทดสอบกับสารตานจุลินทรียที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 6 ชั่วโมง 
ชั้น spore coat และ exosporium มัวหมอง ขอบเขตไมชัดเจน มีรอยแตก ผิวหยาบ สารเหลวใน
เอนโดสปอรรั่วออกและหยุดทํางาน ทําใหสารตานจุลินทรียสามารถเขาไปทําลายได (Huang et 
al., 2007)  จากผลการทดลองครั้งนี้พบวาสารสกัดไมมีผลในการตานฤทธิ์ยับยั้งการอยูรอดของ
เอนโดสปอรเชื้อของ B. cereus มีรายงานการศึกษาพบวายาปฏิชีวนะหรือสารตานจุลินทรียสวน
ใหญจะมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อก็ตอเมื่อเอนโดสปอรงอกกลายเปนเซลลปกติ  แตในขณะที่เมื่ออยู
ในสภาวะที่เปนเอนโดสปอรจะทนตอยาปฏิชีวนะหรือสารตานจุลินทรีย  (Abriouel et al., 2002; 
Citron and Applemen 2006, Grande et al., 2006)  การเปลี่ยนแปลงเอนโดสปอรของ
แบคทีเรียกลายเปนเซลลปกตินั้นประกอบดวย 4 ระยะที่สําคัญ คือ การกระตุน (activation) การ
งอก (germination) ชวงการเจริญเติบโต (outgrowth) และ เจริญเติบโต (growth) (Moir 2003; 
Setlow 2003)  ซึ่งพบวาถาขาดระยะใดระยะหนึ่งทั้ง 4 ระยะขั้นดังกลาวขั้นตน เอนโดสปอรไม
สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเปนเซลลปกติได  จะไมสงผลผลกระทบตอภาวะเสี่ยง
อันตรายกับสุขภาพของผูบริโภค (de Carvalho et al. 2007) แตทั้งนี้และทั้งนั้นก็เปนสิ่งจําเปน
อยางที่ตองมีการควบคุมมิใหมีการปนเปอนเชื้อ  B.cereus  ในอาหารเนื่องจากทั้งเซลลปกติหรือ
เอนโดสปอรของเชื้อ  B.cereus  สามารถไปเกาะติดบนสิ่งมีชีวิตได เชน เยื่อบุผิว  ผิวหนังภายนอก
และภายในของมนุษยและสัตว มีรายงานพบวา เซลลปกติหรือเอนโดสปอรของเชื้อ  B.cereus  
สามารถไปเกาะติดที่เซลลเยื่อบุผิวของมนุษยจากนั้นก็สรางสารพิษ enterotoxin  ทําใหเกิด
อันตรายและมีอาการเรื้อรังที่อวัยวะเปาหมาย (Andersson  et  al., 1998)   

เนื่องจากเอนโดสปอรทนตอสารตานจุลินทรียตาง ๆ ดังนั้น การใชสารสกัดเพียงอยาง
เดียวไมเพียงพอตอการออกฤทธิ์ตานเอนโดสปอร มีรายงานการศึกษาพบวา การใชสารตานจุลิ
นทรียรวมกับวิธีทางเคมี-กายภาพอื่น ๆ สามารถทําใหเกิดการงอกเอนโดสปอรได (Pol et al., 
2001) และการพัฒนาวิธีโดยใชสารตานจุลินทรียรวมกับวิธีทางเคมี-กายภาพอื่น ๆ ชวยเพิ่มการ
ออกฤทธิ์สารตานจุลินทรียไดดียิ่งขึ้น (Grande et al., 2006) ในการศึกษาครั้งนี้เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของสารสกัดและกระตุนการงอกเอนโดสปอร โดยใชสารสกัดและอุณหภูมิรวมกัน 
จากผลการทดลองการใชสารสกัดและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอรของเชื้อ B. cereus พบวา
ที่อุณหภูมิ 80ºC และ 90ºC สารสกัดมีผลในการเสริมฤทธิ์ตานเอนโดสปอรไดดีกวาการใช
อุณหภูมิเพียงอยางเดียว  มีรายงานการศึกษาพบวา การใชอุณหภูมิเปนวิธีที่ใชโดยทั่วไปในการ
กําจัดแบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอร แตการใชอุณหภูมิสูง ๆ ในผลิตภัณฑอาหารนั้นเปนเหตุทํา
ใหสารอาหารโปรตีนถูกทําลาย สูญเสียวิตามินและสารระเหยสําคัญที่ทําใหเกิดกลิ่นและรสชาติ
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ได (Lado and Yousef 2002) โดยปกติแลวเมื่อยอมสีกรัมเอนโดสปอรไมติดสีกรัมดังนั้นจากผล
การทดลองขั้นตนจึงเลือกทดสอบที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที และเมื่อนํามายอมสีกรัม
ของเอนโดสปอร เอนโดสปอรเริ่มติดสีกรัม ซึ่งแสดงใหเห็นวาเอนโดสปอรเริ่มมีการงอกหรือ
สูญเสียสภาพการเปนเอนโดสปอรเกิดขึ้น และเมื่อเติมสารสกัดแตละระดับความเขมขน พบวา 
สารสกัดสามารถทําใหการอยูรอดของจํานวนเอนโดสปอรลดลงได  ปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธิ์
ของสารตานจุลินทรียขึ้นอยูกัยหลายปจจัย ไดแก ปริมาตรเชื้อที่ใชทดสอบ อัตราการ
เจริญเติบโตของเชื้อ อาหารที่ใชเพาะเลี้ยงเชื้อ  pH ของอาหาร อุณหภูมิที่ใชในการบม และ
ระยะเวลาใชในการบม (Friedman et al., 2002)  จากการศึกษาความคงตัวของสารสกัดหยาบ
จากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ที่ระดับ pH ตางๆ   พบวา สารสกัดมีความคงตัวในการออกฤทธิ์
ยับยั้งหรือฆาเชื้อ B. cereus ไดทุกระดับ pH ที่ทดสอบ จากผลการทดลองฤทธิ์ของสารสกัดจาก
ใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ในหลอดทดลองที่ไดนี้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งและฆาเซลลและ
เอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ B. cereus ไดจึงนําไปประยุกตใชในอาหารตอไป

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ในอาหารครั้งนี้
เลือกตัวอยางอาหารตามกลุมลักษณะอาการ 2 แบบ คือ ขาวตมสําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนา
กระปองพรอมบริโภค ซึ่งเมื่อนํามาทดสอบผลของสารสกัดหยาบในอาหารทั้ง 2 ชนิดตอเซลล
และการงอกเอนโดสปอรเชื้อ B. cereus ที่อุณหภูมิ 37ºC และ 6ºC  พบวาที่อุณหภูมิ 37ºC สาร
สกัดออกฤทธิ์ยับยั้งไดดีกวาที่อุณหภูมิ 6ºC  ซึ่งขณะนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสาร
สกัดจากใบกระทุในอาหารตอเชื้อ B. cereus หรือจุลินทรียอื่นๆ นอยมาก  จากผลการศึกษา
พบวาสารสกัดหยาบจากใบกระทุสามารถยับยั้งการรอดชีวิดของเซลลและเอนโดสปอรของเชื้อ
B. cereus ที่ระดับความเขมขนของสารสกัดในอาหารมากกวาเมื่อเทียบในหลอดทดลองถึง 4-32 
เทา  แตอยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาการใชสารตานจุลินทรียตางๆ ในอาหาร มีรายงาน
การศึกษา พบวาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรียในอาหาร  โดยสวนใหญจําเปนตอง
ใชระดับความเขมขนของสารตานจุลินทรียในอาหารสูงถึงประมาณ 2-100 เทาเมื่อเทียบกับ
ความเขมขนที่ใชในหลอดทดลอง (Glass and Johnson 2004) Ultee และ Smid (2001)  
พบวาสาร carvacrol จาก oreganum  และ thyme ที่ความเขมขน 0.06 mg/ml สามารถยับยั้ง
การรอดชีวิดของเซลล  B. cereus และการสรางสารพิษในหลอดทดลองได แตยับยั้งการรอดชี
วิดของเซลลและการสรางสารพิษในซุบ ที่ความเขมขนของสาร carvacrol ในซุบมากกวาใน
หลอดทดลองถึง 50 เทา  Hernández-Herrero และคณะ (2008) พบวาน้ํามันหอมระเหยจาก
อบเชย (cinnamon)  และสารประกอบจากอบเชย cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 2 และ 5 
l/100 ml ตามลําดับ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในน้ําแครอทหลังจาก 60 วัน ที่
อุณหภูมิ 12ºC ได  สําหรับปจจัยที่ผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียขึ้นอยูกัยหลาย
ปจจัยโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อประยุกตใชในอาหาร ไดแก ปริมาณน้ําในอาหาร ประเภทและ
สวนประกอบของอาหาร เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน pH ของอาหาร ความเค็มของอาหาร 
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และอุณหภูมิ (Burt 2004; Devlieghere et al., 2004; Holley and Patel 2005; Ahn et al., 
2007; Gutierrez et al., 2008)  ปริมาณน้ําที่นอยกวาของอาหารเมื่อเทียบกับอาหารที่ใชใน
หลอดทดลอง สามารถทําใหประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรียลดลงในการออกฤทธิ์ไปยัง
อวัยวะเปาหมายของเซลลแบคทีเรีย (Smith-Palmer et al., 2001) เชนเดียวกับรายงาน
การศึกษาของ Gill และคณะ (2002) พบวา โดยสวนใหญอาหารที่มีสวนประกอบของไขมัน และ
โปรตีนในปริมาณสูง َๆ  สามารถปกปองเซลลและลดการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียได  มี
รายงานการศึกษา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารประกอบกลุม polyphenols  จาก carvacrol ตอ
เชื้อ B. cereus ในนม พบวาโปรตีนในนมมีผลตอประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus
ลดลง (Pol et al. 2001)   และการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียของอาหารประเภทไขมันจะ
ออกฤทธิ์ไดนอยกวาในอาหารที่ประกอบดวยน้ํา เนื่องจากไขมันสามารถปองกันการทําลายเซลล
ไดดีกวาน้ํา (Mejlholm and Dalgaard, 2002)   แตในขณะที่อาหารพวกคารโบไฮเดรตไมมีผล
ตอประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารตานจุลินทรียเทากับอาหารประเภทโปรตีน
และไขมัน   ซึ่งมีรายงานการศึกษาพบวาน้ํามันหอมระเหยจากเสจสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ
B. cereus, S. aureus, S. typhmurium และ Pseudomonas spp. ในขาวไดดีกวาในไกและใน
อาหารประเภทเนื้อ (Shelef et al., 1984)  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษา พบวาน้ํามันหอม
ระเหยจากผิวมะกรูดสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในขาวหุงสุกไดทั้งที่อุณหภูมิหอง 
และอุณหภูมิ 4ºC หลังจากเก็บไว 5 และ 15 วัน ตามลําดับ (Jaisai and Lamlertthon, 2007)
Gill และคณะ (2002) และ Fisher และ Phillips (2006) มีรายงานการศึกษา สวนประกอบของ
สารอาหารในอาหารสามารถซอมแซมเซลลที่เปนอันตรายไดเร็วและดีกวาในหลอดทดลอง   ใน
ผลการทดลองนี้ไดทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในอาหารอาหารที่มีสวนประกอบพวกคารโบไฮเดรต 
โปรตีน และไขมัน พบวาสารสกัดไมมีผลตอการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. cereus  
นอกจากนี้จะเห็นวาไมเพียงแตปจจัยภายในสวนประกอบของลักษณะอาหารที่มีผลตอการออก
ฤทธิ์ของสารตานจุลินทรีย และปจจัยภายนอกของอาหารก็มีผลตอการออกฤทธิ์ไดเชนเดียวกัน 
เชน อุณหภูมิ  ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย และ การบรรจุผลิตภัณฑ เปนตน (Burt, 2004) การ
ออกฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดขึ้นอยูกับความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและอัตราการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย  และจากผลการทดลอง พบวาที่อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดออกฤทธิ์ยับยั้งไดดีกวาที่
อุณหภูมิ 6ºC เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นทําใหชวงอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะ
เพิ่มขึ้นดวย โดยเซลลมีการแลกเปลี่ยนสารอาหารระหวางภายในและภายนอกเซลล สงผลให
สารสกัดที่อยูในอาหารนั้นสามารถแพรไปยังสวนประกอบของเซลล และรบกวนเอนไซมตางๆ 
ทําใหเซลลไมสามารถทํางานได (Buchanan et al., 2002)   ที่อุณหภูมิต่ําๆ พบวาเซลลหยุดการ
เจริญเติบโต ทําใหสารตานจุลินทรียไมสามารถแทรกซึมไปยังเซลลได ซึ่งปจจัยที่ควบคุมการ
หยุดการเจริญเติบโตมี 2 ปจจัย คือ ปฏิกิริยาการสรางเอนไซมของเซลลลดชาลง และสารเหลว
ของ cytoplasmic membrane ลดลงทําใหเกิดการรบกวนกลไกการสงขนพลังงานในเซลล 
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บทที่ 5

สรุป

1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบดวยเอทานอลจากใบกระทุตอการตาน
เชื้อแบคทีเรีย B. cereus เบื้องตน พบวามีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus ทุก isolates ที่ทดสอบ โดยมี
คาเสนผานศูนยกลางวงใส (inhibition zones) อยูในชวง 10.50-17.20 mm.

2. สารสกัดหยาบดวยเอทานอลจากใบกระทุมีฤทธิ์ในการยับยั้งและฆาเชื้อ 
B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร ที่คา MIC อยูในชวง 16-64 µg/ml และ คา MBC อยูในชวง 32-
256 µg/ml 

3. สารสกัดบริสุทธิ์จากใบกระทุมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งและฆาเชื้อ  
B. cereus ที่แยกไดจากอาหารที่คา MIC เทากับ 0.5 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 2-8 µg/ml

4. สารสกัดหยาบมีฤทธิ์ในการยับยั้งและฆาเซลลและเอนโดสปอรในระยะงอก
ของ B. cereus ไดทั้งในหลอดทดลองที่คาความเขมขน MIC 2MIC และ 4MIC และในขณะที่เมื่อ
ทดสอบในอาหารที่คาความเขมขน 8MIC 16MIC และ 32MIC  

5. จากผลการศึกษาที่ไดในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบและสารสกัด
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Brain Heart Infusion broth
สวนประกอบ Calf Brains, Infusion from 200 g      7.7 g

Beef Heart, Infusion from 250 g      9.8 g
Proteose Peptone    10.0 g
Sodium Chloride     5.0 g
Disodium Phosphate     2.5 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 37 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml ละลายสวยผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น คนให
สวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar 
สวนประกอบ Meat extract     1.0 g

Peptone from casein    10.0 g
D-mannitol    10.0 g
Sodium chloride    10.0 g
Phenol red (1% solution ใน 95% ethanol)   0.025 g
Agar    12.0 g
Distilled water                    900.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 43 g ตอน้ํากลั่น 900 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 
ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121ºC เปนเวลา 15 นาที ตั้งใหเย็นที่อุณหภูมิ 50ºC  แลวเติม polymyxin B  solution 2.5 ml 
และ egg yolk  50% 12.5 ml ตออาหาร 225 ml

Motility medium
สวนประกอบ Dextrose     5.0 g

Trypticase     10.0 g
Yeast extract       2.5 g
Na2HPO4       2.5 g
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Agar      3.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 108 g ตอน้ํากลั่น 900 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที ตั้งใหเย็นที่ อุณหภูมิ 50ºC

Mueller-Hinton Agar (MHA)
สวนประกอบ Beef extract 300.0 g

Casamino acids technical    17.5 g
Starch        1.5 g
Agar                       15.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 38.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Mueller-Hinton Broth (MHB)
สวนประกอบ Beef extract         300.0 g

Bacto Casamino acids technical 017.5 g
Bacto soluble starch 001.5 g
Distilled water                              1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 21.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Nitrate broth
สวนประกอบ Beef extract 003.0 g

Peptone 005.0 g
KNO3 (nitrite-free)                        1.0 g
Distilled water                   1000.0 ml
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วิธีเตรียม ละลายสวยผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Nutrient Agar (NA) 
สวนประกอบ Beef extract 003.0 g

Peptone 005.0 g
Agar                       15.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 23.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Nutrient broth (NB)
สวนประกอบ Beef extract 003.0 g

Peptone 005.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 8.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Trypticase soy- blood agar
สวนประกอบ Trypticase peptone 015.0 g

Phytone peptone 005.0 g
Sodium chloride 005.0 g
Agar 002.5 g
Distilled water                                950.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 30.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที ตั้งใหเย็นที่ อุณหภูมิ 50ºC เติมเลือดปริมาตร 50 ml
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1.  น้ํายาทดสอบ Catalase
35% H2O2 0008.6 ml
Distilled water                              1000.0 ml
ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันเก็บไวในขวดสีชาแลวแชตูย็น

2.  สารเคมีที่ใชในการยอมสีกรัม
     2.1  Crystal violet

 สารละลาย A : ละลาย crystal violet 2.0 g ใน 95% ethyl ethanol ปริมาตร 20 ml
  สารละลาย B : ละลาย ammonium oxalate 0.8 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 ml
  ผสมสารละลาย A และ B เขาดวยกัน ทิ้งไว 24 ชั่วโมง กรองผานกระดาษกรองไดเปน

crystal violet staining reagent
     2.2  95% ethyl ethanol
     2.3  Gram iodine 

  บด iodine 1.0 g และ potassium iodine 2.0 g เขาดวยกัน แลวคอยๆเติมน้ํากลั่นลง
ไปผสมจนกระทั่ง iodine ละลาย เติมน้ํากลั่นปริมาตร 300 ml เก็บไวในขวดสีชา  
     2.4.  Safranin
     ละลาย safranin O 2.5% (w/v) ใน 95% ethyl ethanol ปริมาตร 10 ml เติมน้ํากลั่นปริมาตร 
100 ml

3.  สารเคมีที่ใชในการยอมสีเอ็นโดสปอร
     3.1  Malachite green

ละลาย malachite green 10.0 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 100 ml     
     3.2 Safranin O
           ละลาย safranin O 0.25 g  ในน้ํากลั่น ปริมาตร 20 ml 

4.  0.85% Normal Saline Solution
Sodium chloride 0.85 g

   Distilled water                              100 ml
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วิธีเตรียม    ละลาย Sodium chloride ในน้ํากลั่นแลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที
5.  McFarland standard
     วิธีเตรียม
    นํา H2SO4 1% v/v ผสมกับ BaCl2.2H2O 1.175% w/v จะไดตะกอนขาวขุนของ BaSO4  
อัตราสวนของ H2SO4 1% และ BaCl2.2H2O 1.175% เพื่อเตรียม McFarland standard 
หมายเลขตางๆ ดังตาราง

McFarland Standard
No.

0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Barium chloride (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Sulfuric acid (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0
Approx. cell density 
(X108/mL)

1.5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
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คา Inhibition zone (mm), คา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ 
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) ของสารสกัดจากใบกระทุตอ Bacillus cereus




